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RESUMO

A reposicdo dopaminérgica através da administracdo do precursor L-3,4-
diidroxifenilalanina (L-DOPA) é o principal tratamento para a doenca de Parkinson (DP),
porém o uso prolongado deste medicamento causa efeitos adversos na forma de
movimentos involuntarios anormais (MIA) denominados discinesias. Um estudo anterior
mostrou que o extrato hidroetandlico de prépolis vermelha (EHPV, v.0.) diminuiu as
discinesias induzidas por L-DOPA em roedores. Neste trabalho, objetivou-se avaliar o
efeito antidiscinético da formononetina (FN), um dos marcadores quimicos do EHPV,
utilizando ensaio pré-clinico para estudo da DP. Foi empregado um método extracado
por liquidos pressurizados e em baixas temperaturas (-30°C a 30°C) para a obtencao
de um extrato rico em FN e as amostras foram caracterizadas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC), analise termogravimétrica (TGA) e microscopia eletrénica de
varredura (MEV). Para o ensaio bioldgico in vivo, 20 ratos Wistar machos adultos (n =
5/grupo) receberam injecéo estereotéxica de 6-hidroxidopamina (6-OHDA, 16 pg; 3 pL)
ou solucao salina (grupo Sham) no feixe prosencefélico medial. Vinte e um dias ap6s 0s
procedimentos cirlrgicos, foi realizado o teste do comportamento rotatério induzido por
apomorfina (0,5 mg/kg, s.c.) para confirmagéo da efetividade da lesdo. Em seguida, os
ratos receberam L-DOPA (25 mg/kg + benserazida 10 mg/kg, diluida em solucéo salina
0,9%, v.0.), concomitantemente ao tratamento com FN (60 mg/kg, v.o., Grupo L-
DOPA/FN) ou veiculo (L-DOPA/VC), duas vezes ao dia durante 21 dias. Outro grupo
lesionado né&o foi tratado com L-DOPA e recebeu solugéo salina (grupo 6-OHDA/VC).
Foram avaliados os movimentos involuntarios anormais (MIA, parametros motores,
movimentos axiais, de membros e orofaciais) no primeiro (1°, tratamento agudo) e no
vigésimo primeiro (21°, sub crénico) dia de tratamento. O teste do cilindro também foi
realizado ao final de 21 dias, para avaliar a atividade motora, e em seguida os ratos
foram eutanasiados. Os encéfalos foram removidos para processamento histolégico e
posterior analise imunohistoquimica da expresséo da enzima tirosina hidroxilase (TH:
marcador de neurdnios dopaminérgicos) e da proteina glial fibrilar &cida presente em
astrécitos (GFAP: marcador de resposta glial). Foi avaliado o ndmero de células
marcadas nas regides dos ndcleos da base (substancia negra pars compacta - SNc - e
estriado dorsal). Para analise estatistica foi utilizada analise de variancia (ANOVA) de
duas vias com pés-teste de Bonferroni (avaliacao de MIA) ou ANOVA de uma via com
pos-teste de Tukey (teste do cilindro, histologia) (P < 0,05). Observou-se (HPLC) que as
maiores concentracdes de isoflavonas foram obtidas nas faixas de temperatura de 0 °C
e -10 °C (FN: 0,12 ug/mL e 0,09 ug/mL; Biochanina A: 14,44 ug/mL e 12,89 ug/mL /mL,
respectivamente). Dados de MEV e TAG mostraram que, mesmo quando submetido a
baixas temperaturas, o extrato mantém sua estrutura molecular e organica. O teste in
vivo revelou diminuicdo dos MIA apés 21 dias de tratamento no grupo L-DOPA/FN em
comparacdo ao grupo L-DOPA/VC, sem alteracdo do efeito antiparkinsoniano da L-
DOPA observado no teste do cilindro. O tratamento com FN também promoveu a
preservacdo do numero médio de neurdnios marcados para TH no SNc e a diminuigéo
da resposta astrocitaria no estriado dorsal, ambos em relagcao aos grupos 6-OHDA/VC
e L-DOPA/VC. Em conclusédo, os resultados indicaram que a FN foi extraida
eficientemente da propolis vermelha utilizando liquidos pressurizados em baixas
temperaturas, e que sua administracéo in vivo na dose de 60 mg/kg promoveu efeitos
antidiscinético, neuroprotetor e anti-neuroinflamatério em ratos hemiparkinsonianos
submetidos a tratamento crénico com L-DOPA.

Palavras chaves: Discinesia Tardia; Isoflavonas; Doenca de Parkinson.
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Abstract

The dopaminergic replacement through the administration of the precursor L-3,4-
dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) is the main treatment for Parkinson's disease (PD),
however, prolonged use of this substance causes adverse effects in the form of abnormal
involuntary movements (AIMs) named dyskinesias. A previous study showed that the
hydroethanolic extract of red propolis (HERP, p.o.) decreased L-DOPA-induced
dyskinesias in rodents. In this work, we aimed to evaluate the antidyskinetic effect of
formononetin (FN), one of the chemical markers of HERP, in a pre-clinical model of PD.
An extraction method using pressurized liquids at low temperatures (-30°C to 30°C) was
used to obtain an extract rich in FN and the samples were characterized by high
performance liquid chromatography (HPLC), thermogravimetric analysis (TGA) and
scanning electron microscopy (SEM). For the in vivo biological assay, 20 adult male
Wistar rats (n = 5/group) received a stereotactic injection of 6-hydroxydopamine (6-
OHDA, 16 pg; 3 pL) or saline (Sham group) into the medial forebrain bundle. Twenty-
one days after the surgical procedures, the apomorphine-induced rotational behavior
(0.5 mg/kg, s.c.) test was carried out and the effectiveness of the lesion was confirmed.
Then, rats received L-DOPA (25 mg/kg + benserazide 10 mg/kg, diluted in 0.9% saline
solution, p.o.), concomitantly with the treatment with FN (60 mg/kg, p.o., L-DOPA/FN
group) or vehicle (L- DOPA/VC), twice a day for 21 days. Another injured group received
saline solution instead L-DOPA (6-OHDA/VC group). They were evaluated the abnormal
involuntary movements (AIMs, motor, axial, limb and orofacial parameters) at the first (1,
acute) and twenty-first (21, sub-chronic) day of treatments. The cylinder test was also
performed at the end of 21 days, to evaluate motor activity, and then the rats were
euthanized. The brains were removed for histological processing and subsequent
immunohistochemical analysis of the expression of tyrosine hydroxylase (TH: marker of
dopaminergic neurons) and glial fibrillary acidic protein present in astrocytes (GFAP:
marker of glial response). The number of labeled neural cells in the basal ganglia regions
(substantia nigra pars compacta — SNc - and dorsal striatum) were evaluated. For
statistical analysis they were used two-way analysis of variance (ANOVA) with
Bonferroni post-test (MIA) or one-way ANOVA with Tukey post-test (cylinder test,
histology) (P < 0.05). It was observed (HPLC) that the highest concentrations of
isoflavones were obtained in the temperature ranges of 0 °C and -10 °C (FN: 0.12 ug/mL
and 0.09 ug/mL; Biochanin A: 14.44 ug /mL and 12.89 ug/mL, respectively). SEM and
TAG data showed that, even when subjected to low temperatures, the extract maintains
its molecular and organic structure. The in vivo test revealed a decrease in MIA after 21
days of treatment in the L-DOPA/FN group compared to the L-DOPA/VC group, with no
change in the antiparkinsonian effect of L-DOPA, observed in the cylinder test.
Treatment with FN also promoted the preservation of the average number of neurons
labeled for TH in the SNc and the decrease in the astrocytic response in the dorsal
striatum, both in relation to the 6-OHDA/VC and the L-DOPA/VC groups. In conclusion,
FN was efficiently extracted from red propolis by using pressurized liquids at low
temperatures, and its in vivo administration at 60 mg/kg promoted antidyskinetic,
neuroprotective and anti-neuroinflammatory effects in hemiparkinsonian rats subjected
to chronic treatment with L-DOPA.

Keywords: Tardive Dyskinesia; Isoflavones; Parkinson's Disease.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum em
incidéncia no mundo, afetando aproximadamente 1% dos adultos com mais de 60 anos, sendo
o envelhecimento o principal fator de risco para seu surgimento (MARINO et al, 2020). As
manifestacdes clinicas dos pacientes com DP s&o divididas em sintomas motores
(instabilidade postural, tremores, rigidez e bradicinesia) e ndo motores (disturbios
psiquiatricos, autonémicos, de sono, distlrbios cognitivos, distarbios da degluticéo e distlrbios
da fala) (BLOEM et al, 2021; SCHAPIRA et al, 2017).

A principal estratégia para o tratamento dos sintomas da DP é baseada na terapia de
reposicdo de dopamina através da administracdo do precursor dopaminérgico L-3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA) (SZASZ et al., 2022; CARTA et al., 2017). No entanto, 0 uso
prolongado de L-DOPA leva ao surgimento de efeitos adversos, caracterizados por
movimentos involuntarios anormais conhecidos como discinesias induzidas por L-DOPA (LID,
do inglés levodopa-induced dyskinesias) (BORDIA et al, 2019; SEBASTIAN NUTTO et al.,
2016). O antagonista de receptores de glutamato N-metil-D-aspartato (NMDA) amantadina
tem sido proposto como farmaco antidiscinético, mas sua administracdo € associada a
depresséao e alucinagbes (OERTEL et al., 2017). Assim, se faz necesséria a busca de novas
estratégias para reducéo das LID.

Os mecanismos que desencadeiam as discinesias ndo sdo completamente elucidados
devido a sua complexa etiopatogenia. Estudos mostram que as LID podem ocorrer pela
metabolizacdo da dopamina (acumulada pelo uso crénico da L-DOPA), realizada por
neurdnios e por astrécitos, que leva a formacdo de espécies reativas de oxigénio. Estes
produtos ativam células microgliais que liberam mediadores pro-inflamatérios, como o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) (PISANU et al, 2018; CARTA et al., 2017) e as interleucinas
18 e 6 (IL-1B e IL-6) (CALABRESE et al., 2018). Observa-se aumento da atividade da enzima
cicloxigenase-2 (COX 2) (BORTOLANZA et al., 2015) e da expressao da enzima sintase de
oxido nitrico induzida (INOS) (HASSANZADEH; RAHIMMI, 2019). Em adicdo, sabe-se que 0s
astrdcitos e micrdglia expressam receptores catecolaminérgicos e glutamatérgicos e que
podem participar da modulacdo da transmissdo dopaminérgica (CARTA et al., 2017). Dessa
forma, o manejo da neuroinflamagéo e, mais especificamente, de substancias liberadas por
células da glia, pode representar um novo foco terapéutico para o tratamento da LID (PISANU
et al, 2018).

Para tal fim, estudos com produtos naturais e seus constituintes isolados (DOO et al.;
2014), a exemplo dos flavonoides, tém sido realizados (LU et al., 2018). A formononetina (FN)
€ uma isoflavona com atividades biol6gicas antiapoptética (WANG et al., 2018), anti-

inflamatéria (LIMA-CAVENDISH et al., 2015) e antioxidante sobre o sistema nervoso central
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(TIAN et al., 2022; LI et al.,2014; LI et al., 2018), representando assim um interessante alvo a
ser pesquisado para dirimir as discinesias. Em estudo in vivo, a FN promoveu melhora em
testes cognitivos em roedores, associada a diminuicdo dos niveis de citocinas IL-1B e TNF-q,
diminuicdo da resposta pré-inflamatéria mediada pelo fator nuclear kappa B (NF-kB) e
aumento da resposta anti-inflamatéria mediada por Nrf-2 no hipocampo (WANG et al., 2018;
FU et al., 2019). Também foram observadas evidéncias in vitro de que a FN modula a via de
sinalizacéo inflamatéria mediada por NF-kB, com diminuigao nos niveis de TNF-q, IL-6 e IL-
18, nitritos e prostaglandina 2 (EL-BAKOUSH, OLAJIDE, 2018).

A FN estid presente em alta concentracdo no extrato hidroetandlico da propolis
vermelha brasileira (EHPV), sendo considerada um marcador quimico da prépolis vermelha
sergipana (LOPEZ et al., 2014). De fato, estudo anterior realizado pelo grupo de pesquisa
mostrou que a administracdo oral de EHPV (10 mg/kg) teve efeito antidiscinético apos lesao
da via dopaminérgica nigroestriatal em ratos, acompanhado de um possivel efeito
neuroprotetor e neurotréfico (BARROSO, 2019).

Tal prépolis vermelha sergipana se destaca por sua ampla gama de atividades
biolégicas e por ser um produto da biodiversidade regional vinculado a atividade apicola - que
contribui para o desenvolvimento da regido de forma sustentavel (FREIRES et al., 2016).
Estudos tém mostrado que a faixa de dose com efeitos neuroprotetores para o EHPV situa-
se entre 10 e 30 mg/kg em modelos animais de lesdo medular, hemiparkinsonismo,
inflamacao e lesdo de nervo periférico (VASCONCELOS et al., 2021; BARBOSA et al., 2016;
LIMA CAVENDISH et al.,, 2015) e a concentracdo de FN encontrada nesses extratos
apresentou-se na faixa de 23 a 54 ug/mg de extrato. No entanto, de acordo com a literatura,
a dose de FN com efeitos farmacoldgicos sobre o sistema nervoso situa-se no intervalo de 30
a 60 mg/kg (YU et al., 2022; VASCONCELOS et al, 2021). Assim, é desejavel utilizar técnicas
de extracao da prépolis vermelha que permitam obter maiores quantidades de FN e ao mesmo
tempo definir a dose de FN que pode ser Util no tratamento das discinesias.

Neste sentido, a composicdo quimica e as propriedades biolégicas da prépolis séo
susceptiveis a variagcbes em funcéo da técnica empregada para a sua extracdo (BARRETO
et al. 2022; SENA-LOPES et al, 2018). Os processos convencionais de extracdo de
compostos quimicos em amostras de prépolis vermelham comumente utilizados empregam
solventes como etanol, agua, hexano, acetato de etila e cloroférmio. Estas técnicas
apresentam limitagdes como o0 uso de substancias nocivas ao meio ambiente, demanda de
um longo tempo de extracdo e obtencéo de extratos contendo residuos indesejaveis (IDRUS
et al., 2018).

Outras técnicas viabilizam a extracdo e remoc¢do de compostos bioativos de forma
mais pura e rapida. Dentre estes, destaca-se a extragdo por liquidos pressurizados (ELP)

como um método eficaz para a obtencéo de isoflavonas (MORAS et al, 2017). A ELP em
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baixas temperaturas € uma técnica que pode reduzir a perda de compostos de interesse e o
tempo de extracdo, permitindo melhor desempenho na separacao e o controle da quantidade
desses compostos (GETACHEW et al, 2022).

Diante do exposto, o0 objetivo geral do presente trabalho é avaliar os efeitos da FN
administrada por via oral frente as discinesias induzidas por L-DOPA em roedores.
Considerando-se ainda a importancia de agregar conhecimento cientifico e valor econdmico
a um produto da biodiversidade regional, foi delineado um objetivo especifico voltado a obter
um extrato de propolis vermelha com alta concentragdo dessa isoflavona. Propfe-se,
portanto, um estudo que integra a otimizacao da extracdo de compostos bioativos da prépolis
vermelha e o estudo de sua utilizacdo em ensaio pré-clinico para estudo da DP.
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2 OBJETIVOS

2.2 Objetivo geral

Otimizar a extracdo de FN da propolis vermelha brasileira e avaliar os efeitos de sua
administracéo oral sobre as discinesias induzidas por L-DOPA em ensaio pré-clinico.
2.3 Objetivos especificos

= Obter e caracterizar um extrato de prépolis vermelha rico em isoflavonas,
especificamente FN, utilizando método de extracdo por liquidos pressurizados em
baixas temperaturas;

= Analisar os efeitos da administracéo oral de FN sobre as discinesias induzidas por L-
DOPA e sobre a atividade motora em roedores, utilizando testes de comportamento;

= Avaliar modificacdbes na expressdo de neurbnios dopaminérgicos e a reacao
astrécitaria no encéfalo apos tratamentos, por meio de ensaio imunohistoquimico.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Doenca de Parkinson (DP)

A doenca de Parkinson (DP) € um dos disturbios mais incapacitantes que acomete o
sistema nervoso central. Caracteriza-se pela perda (neurodegeneracdo) cronica dos
neurdnios dopaminérgicos (DA) na substancia negra compacta (SNpc), no mesencéfalo
(BOIX; VON HIEBER; CONNOR, 2018; TRAN et al., 2018). A degeneracéo e a perda dos
terminais de axénios no nucleo caudado/putamen (estriado dorsal), com consequente reducao
dos niveis de dopamina nesta regido, relaciona-se aos sintomas motores classicos da PD:
rigidez, tremor em repouso, bradicinesia, perda de reflexos posturais, postura flexionada e o
fendbmeno da marcha congelante (FU et al, 2022; BAGGA; DUNNETT; FRICKER, 2015; WEI
et al, 2018). Além deste, ocorrem alteracbes no padrao de sono, problemas
neuropsiquiatricos e disfun¢des cognitivas, os chamados sintomas ndo-motores (GULUNAY
et al. 2020).

A dopamina é um neurotransmissor do grupo das catecolaminas que regula a
transmisséo sinpticas nos nucleos da base (NB), responsaveis pelo controle e producédo dos
movimentos (LIAO et al, 2017; JUAREZ OLGUIN et al., 2016; YOU et al., 2018). Os NB
possuem uma localizacdo funcional no telencéfalo sendo classificados como: 1) ndcleos de
entrada, 2) nucleos de saida e 3) nucleos intrinsecos (FAZL; FLEISHER, 2018), tendo seus
elementos principais o (i) estriado formado pelos nlcleos caudado e putamen, separados pela
capsula interna, além do nudcleo accumbens, (ii) o globo palido localiza-se medialmente ao
putdmen, lateral a capsula interna e divide-se em segmentos externo (lateral - GPe) e interno
(medial - GPi), (iii) o nucleo subtalamico (STN) esté localizado no diencéfalo e a (iv) substancia
negra, localizada na parte superior do mesencéfalo sendo dividida em parte compacta (SNpc)
e reticulada (SNpr) (GALVAN; DEVERGNAS; WICHMANN, 2015).

O estriado representa o principal nicleo de entrada do circuito neuronal e recebe
informacbes aferentes glutamatérgicas excitatérias do cortex, bem como inervacées dos
neurbnios dopaminérgicos mesencefalicos, e transferem as informagdes aos nucleos de saida
(GPi e SNpr) (BOUABID et al., 2016), que por sua vez contraem sinapses com o talamo e
nacleos pontinhos no tronco encefalico. Os nlcleos intrinsecos, responsaveis pela
retransmisséo de informacgdes 0s nucleos de saida, sdo constituidos pelo GPe, STN e SNpc
(FAZL; FLEISHER, 2018).

As projec¢Oes dos nucleos de entrada para os de saida sé@o divididas em duas vias, uma
"direta" (monosinaptica) e outra ‘“indireta” (polissinaptica) (GALVAN; DEVERGNAS;
WICHMANN, 2015). Na via direta, a ativacdo de neurbnios do estriado que produzem o0s
neurotransmissores acido gama-aminobutirico (GABA) e a substancia P/dinorfina leva a

inibicdo do GPi e SNr, com consequente ativacao do talamo e do cértex, facilitando o inicio
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do movimento (GALVAN; DEVERGNAS; WICHMANN 2015; BOUABID et al., 2016; FAZL;
FLEISHER, 2018). Ja na via indireta (inibitéria), a rede de retransmissdo formada pelos
ndcleos intrinsecos exerce uma influéncia inibitéria tbnica no talamo, que deixa de estimular
0 coértex motor, inibindo a inicializagdo do movimento e fechando assim a chamada al¢ca
tdlamocortical (BOUABID et al., 2016).

As projecBes da via dopaminérgica nigroestriatal modulam a atividade das vias direta e
indireta (FAZL; FLEISHER, 2018), de forma que a perda significativa (>80%) dos neurdnios
dopaminérgicos leva a desinibicdo da via indireta do circuito dos NB, o que se reflete nas
manifestacdes clinicas da DP (movimentos involuntarios, redugdo da for¢ca muscular,
tendéncia a inclinagdo de tronco para frente e ritmo acelerado de marcha) (GALVAN;
WICHMANN, 2008; RIZELIO et al., 2010; BERRIOS et al., 2016).

Apesar da DP ser uma patologia estudada ha décadas, ainda nao se conhece sua
etiopatogenia por completo (WEI et al., 2018). Estudos apontam como os principais fatores
desencadeantes da morte neuronal dopaminérgica o estresse oxidativo, a excitotoxicidade e
a neuroinflamacéo (KAUR; MEHAN; SIGHN, 2018). O estresse oxidativo € definido como um
desequilibrio entre a produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a defesa
antioxidante celular (BISWAS, 2016). As EROs em altas concentragfes afetam a homeostase
celular, alterando a funcéo de proteinas, lipidios e &cidos nucléicos (BRIEGER et al., 2012;
GUO et al., 2018).

Como o estresse oxidativo tem papel de destague no desenvolvimento das doencas
neurodegenerativas como a DP, doencga de Alzheimer (DA), depresséo e esquizofrenia (WEI
et al., 2018), foram desenvolvidos modelos experimentais para estudo dessas doencas que
empregam neurotoxinas, como a 6-hidroxidopamina (6-OHDA), que causam a producao de
EROs e, por conseguinte, levam a degeneracdo dos neurénios dopaminérgicos (GUO et al.,
2018).

A neuroinflamacdo é caracterizada por respostas das células da glia (microglia e
astrécitos) a alteracdes na homeostase tecidual no SNC (RANSOHOFF et al.,, 2015;
BECHER; SPATH; GOVERMAN, 2016; NIRANJAN, 2013; KAUR et al., 2017). Evidéncias
mostram que a neuroinflamagé&o ocorre na DP e exerce um efeito deletério sobre os neurdnios
dopaminérgicos (KAUR et al., 2017), desencadeando uma cascata de eventos que ocasionam
a degeneracdo neuronal (BASSANI; VITAL; RAUH, 2015).

Células microgliais tém importante papel fisiolégico no SNC e produzem citocinas anti-
inflamatoérias, incluindo interleucinas (IL-4, IL-13 e IL-10), glicocorticGides e fator de
transformacéo do crescimento beta (TGF-B) (KAUR et al.,, 2017). Porém, quando ocorre
ativacdo das células microgliais em resposta a estimulo deletério, o efeito é inverso,

resultando uma producgéo de citocinas proé-inflamatoérias, como o fator necrotico-a tumoral
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(TNF-a), interleucina-18 (IL-1B), IL-6, IL-12 e outras moléculas citotoxicas para 0os neurdnios
(KAUR; MEHAN; SINGH, 2018; CALABRESE et al., 2018).

As células neuronais produzem uma variedade de imunomoduladores, como CX3CL1,
CD200, CD22, CD47, CD95 e a molécula de adesdo de células neuronais (NCAM), que
mantém a resposta microglial quiescente (KAUR et al., 2017; KAUR; MEHAN; SINGH, 2018).
A ocorréncia dessas interacdes neurdnio-microglia pode ser explicada pelo fato de células da
microglia apresentam receptores para tais moléculas (WANG et al., 2015). Ao mesmo tempo,
estudos pré-clinicos mostraram que a diminuicdo de quimiocinas (CX3CL1 ou CX3CR1)
resulta em um aumento da neurotoxicidade experimentalmente induzida e morte celular em
neurdnios dopaminérgicos na SNpc (PABON et al., 2011; WANG,; LIU; ZHOU, 2015).

A medida que a DP evolui, a presenca de agregados de a-sinucleina, neuromelanina,
trifosfato de adenosina (ATP) e metaloproteinase de matriz-3 (MMP-3) aumenta a ativacdo da
microglia, intensificando a neurodegeneracédo (KAUR et al., 2017).

Os astrocitos também participam do processo neuroinflamatério na DP, sendo
estimulados por citocinas pro-inflamatérios liberados da microglia, como IL-18 e TNF-a
(WANG,; LIU; ZHOU, 2015; KAUR et al., 2017), observando-se uma respostas que contribui
para a morte dos neurdnios dopaminérgicos no SNpc (WANG; LIU; ZHOU, 2015).

Em estudos pré-clinicos e clinicos foi observada astrogliose reativa na DP, caracterizada
pelo aumento da expressdo da proteina fibrilar acida glial presente em astrécitos (GFAP) e
hipertrofia do corpo celular, evidenciando o envolvimento de astrdcitos nos processos
imunolégicos da DP (KAUR; MEHAN; SINGH, 2018). Da mesma forma que as células da
microglia, os astrocitos desempenham fungdes fisioldgicas importantes e podem participar de
respostas protetoras no SNC, mas uma excessiva reacao astrocitaria e/ou a perda da funcéo
normal dos astrdcitos ocasiona maior vulnerabilidade aos neurbnios dopaminérgicos e pode
estar associada a progressao da DP (MORALES et al., 2016).

3.2 Lesdes da via nigroestriatal com 6-Hidroxidopamina (6-OHDA)

No decorrer dos anos, modelos experimentais tém sido uma alternativa acessivel para
entender a etiopatogenia, 0s mecanismos fisiopatoldgicos e as estratégias terapéuticas da DP
(CARVALHO et al., 2013). Embora ndo exista um modelo animal ideal para DP, a aplicacédo
de neurotoxinas tem sido eficiente na reproducado da perda neuronal dopaminérgica (BLESA
et al,, 2014). A 6-OHDA é uma neurotoxina catecolaminérgica sintética, utilizada para
provocar a degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos na via nigroestriatal em modelos in
vivo, podendo ser utilizada em estudos in vitro (GRAMAGE et al., 2022; BLESA;
PRZEDBORSKI, 2014). Esta neurotoxina € um andlogo hidroxilado do neurotransmissor
dopamina (GUBELLINI; KACIDIAN, 2015), que a torna toxica para 0S neurbnios
dopaminérgicos (CHIA; TAN; CHAO, 2020).
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A 6-OHDA tem caracteristica quimica hidrofébica e ndo permeia a barreira
hematoencefalica. Assim, é classicamente administrada por injecao intracerebral na via
nigroestriatal, seja ha SNpc (corpos celulares), feixe prosencefalico medial (FPB ax6nios) ou
estriado terminais ( ZENG; GENG; JIA, 2018). Apds a injecdo de 6-OHDA na SNpc ou FPM
ocorre uma degenerac¢ao massiva de neurdnios dopaminérgicos (>90%) em 24h (JAGMAG et
al., 2015; GUBELLINI; KACHIDIAN, 2015), enquanto a lesdo no estriado produz uma
degeneracao retrograda e progressiva que progride até a 4% semana (BOIX; VON HIEBER,;
CONNOR, 2018).

Os mecanismos responsaveis pela toxicidade e/ou morte celular induzida por 6-OHDA
permanecem sob investigagédo, porém héa evidéncias de que a 6-OHDA promove 0 processo
de degeneracao neuronal por causar estresse oxidativo e disfuncdo da cadeia respiratoria
mitocondrial (ZENG; GENG; JIA, 2018). Essa neurotoxina acumula-se no citosol onde sofre
degradacdo metabodlica e promove a formacdo de EROs, especialmente o perdxido de
hidrogénio, causando peroxidagdo lipidica, oxidacdo de proteinas e oxidacdo do DNA e
resultando em estresse oxidativo e disfungdo mitocondrial (LE; SAYANA; JANKOVIC, 2014;
ZENG; GENG,; JIA, 2018).

3.3 Testes Comportamentais

A selecdo dos testes para avaliagdo da atividade motora que séo utilizados em modelos
experimentais in vivo é importante para uma melhor compreensao da etiopatogenia da DP e
para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, e devem satisfazer aspectos da
validade, da confiabilidade e da sensibilidade (BROOKS; DUNNETT, 2009).

3.3.1 Movimentos involuntarios anormais

A avaliacdo dos movimentos involuntarios anormais, axiais, de membros, orofaciais e
locomotores (MIA) refletem em roedores a presenca de LIDs. Os movimentos s&o
reconhecidos como discinéticos quando preenchem os seguintes critérios (i) induzidos através
da aplicacdo de L-DOPA; (ii) o lado contralateral a lesdo esta afetado e (iii) os movimentos
sdo perceptiveis e sem controle/involuntarios (WINKLER et al., 2002).

O teste de MIA é realizado seguindo diretrizes ja validadas em diferentes estudos, a
saber: (1) discinesia de locomocéo, ou seja, locomo¢do aumentada com viés contralateral a
lesdo, (2) distonia axial, isto €, postura toracica contralateral do pescoco; (3) discinesia
orofacial, ou seja, movimentos estereotipados da mandibula e protrusdo contralateral da
lingua; (4) discinesia do membro anterior, isto €, movimentos ritmicos repetitivos e/ou postura
distbnica do membro anterior contralateral & lesdo. Para cada subtipo mencionado acima é
atribuido um valor de pontuacdo com grau de severidade variando de 0 a 4 (0O = ausente, 1 =

discinesia ocasional exibida por < 50% do tempo observado, 2 = frequente e sustentada
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exibida por > 50% do observado tempo, 3 = continuo, mas interrompido por distracbes
sensoriais e 4 = discinesia continua ndo interrompida por qualquer estimulo externo) (CENCI;
LEE; BJORKLUND, 1998).

A incidéncia de movimentos discinéticos pode ser influenciada pela extensdo da
desnervacao dos neurdnios dopaminérgicos e pela dose e/ou duragéo do tratamento com a
L-DOPA (WINKLER et al., 2002; LUNDBLAD et al., 2004). Francardo et al. (2011) observaram
gue todos os ratos lesionados no FPM desenvolveram discinesia acentuada, com alternancia
entre movimentos discinéticos continuos e atividade normal, enquanto, David et al. (2018)
demonstraram que aproximadamente 30% dos camundongos lesionados exibiram discinesias
axial e orolingual, outros 30% exibiram discinesia locomotora isoladamente e que 40% n&o

apresentaram nenhuma forma de discinesias.

3.3.2 Teste de Comportamento Rotatério

O teste de comportamento rotatério € considerado um padrao robusto e confiavel para
avaliar a efetividade da lesdo no sistema dopaminérgico apos a aplicacdo de 6-OHDA no
estriado ou FPM (DEUMENS; BLOKLAND; PRICKAERTS, 2002; BOIX; VON HIEBER;
CONNOR, 2018). A gravidade da lesé@o, quando unilateral, € avaliada através da aplicacdo de
apomorfina, um agonista direto que induz o movimento rotatdrio contralateral a leséo, através
da estimulacdo dos receptores de dopamina (D1 e D2 pré-sinapticos e pds-sinapticos), que
estdo expressos em maior numero e com maior afinidade devido a privagdo de dopamina do
nucleo estriado. O teste consiste na observacdo e quantificagdo das rotagdes completas de
360° na direcdo oposta a leséo (contralateral) em torno do proprio eixo (HUH et al., 2019). As
lesbes no FPM sao consideradas efetivas quando se observa = 2 rotagées/min (BOIX; VON
HIEBER; CONNOR, 2018), pois s6 se manifestam quando da perda de células
dopaminérgicas > 80% (BECKER et al., 2017; GOES et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2018;
ABOULGHASEMI; JAHROMY; GHASEMI et al., 2019; PADOVAN-NETO et al., 2009).

3.3.3 Teste do Cilindro

O teste do cilindro pode ser usado para estimar a extensdo da degeneracdo
dopaminérgica em animais lesionados com 6-OHDA. O teste é realizado mediante uma
resposta exploratoria tipica de roedores para obter uma medida do uso esponténeo e
independente do membro anterior do animal apos les6es unilaterais. A lesdo com 6-OHDA
induz uma perda acentuada e lateralizada da funcdo exploratéria do membro afetado
(BROOKS; DUNNETT, 2009). A avaliagdo da assimetria do membro anterior é determinada
durante a exploracao vertical, uma vez que o animal entra em contato com a parede do cilindro

e uma contagem é realizada considerando o membro que tocar a parede: contralateral

(membro afetado), homolateral (ndo-afetado) ou ambos (simultaneamente). Os animais séao
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considerados saudaveis quando a pontuacdo atinge em média 50% neste teste (BOIX;
PADEL; PAUL, 2015; REAL et al., 2017).

Carta et al., (2007) observaram que no teste do cilindro, animais lesionados com 6-
OHDA utilizaram apenas 20% de toques com 0 membro anterior esquerdo alterado, Francardo
et al. (2011) também observaram que 0s grupos experimentais com lesdes por 6-OHDA
mostraram diminuicdo significativa no uso do membro anterior contralateral a lesdo no teste
do cilindro. Por sua vez, Loiodice et al., (2018) relataram que a porcentagem de uso de pata
contralateral em membros anteriores diminuiu significativamente em ratos lesionados com 6-
OHDA (29,4%) em comparacdo com animais controles (48,4%) e que o tratamento com L-
DOPA melhorou o desempenho do membro comprometido (um efeito antiparkinsoniano da L-
DOPA).

3.4 Tratamento da DP com 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina (L-DOPA)

As terapias farmacol6gicas mais utilizadas para tratamento da DP atenuam os sintomas
da doenga, mas ndo impedem a morte celular progressiva. Tais terapias incluem a reposi¢éo
de dopamina, aa inibicdo de sua degradacéo e o uso de agonistas dopaminérgicos (STAYTE;
VISSEL, 2014; HADDAD et al., 2018). O tratamento da DP com L-DOPA é reconhecido como
“padrao ouro”, eficaz na redugao dos principais sintomas motores durante a fase inicial da
doenca, por restaurar em parte os niveis de dopamina no estriado (DEURWAERDERE;
GIOVANNI; MILLAN et al., 2017; HADDAD et al., 2018).

A reposicdo de dopamina € realizada com a ingestdo do precursor enddégeno e
metabodlico L-DOPA em conjunto com os inibidores da dopa-descarboxilase periférica
(carbidopa e/ou benserazida) (PETER, 2014; STANSLEY et al., 2015). Tal combinacédo é
realizada para reduzir os efeitos secundarios da medicacao, tais como arritmias cardiacas,
hipotenséo, naduseas e vomitos (devido a conversédo de L-DOPA em dopamina fora do SNC)
e permitir uma maior disponibilidade de L-DOPA no SNC (DHALL; KREITZMAN, 2016).
Estudos indicam que, ap6s administracdo de L-DOPA por via oral, apenas 1% da dose seja
transportada para o SNC de maneira inalterada e que essa baixa disponibilidade no cérebro
se da pela descarboxilacdo periférica na parede intestinal (metabolismo de primeira
passagem) (HOON et al., 2017; YOU et al., 2018).

A dopamina proveniente da L-DOPA é metabolizada na periferia pelo L-amino&cido
aromatico descarboxilase (ou DOPA descarboxilase - AADC) e pela catecol-O-
metiltransferase (COMT), enquanto no encéfalo a dopamina é metabolizada em &acido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC) pela enzima monoaminooxidase (MAO) e depois € excretada
na urina ou posteriormente convertida pela COMT em acido homovanilico (HVA), o principal
produto da dopamina (CARTA et al., 2017; YOU et al., 2018). Com progressao da DP é

necessario o aumento das doses de L-DOPA, e surgem as disfungdes como desequilibrio
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(perda de reflexos posturais), congelamento da marcha, movimentos involuntarios anormais
(denominados de discinesias), flutuagdes motoras entre o estado "ligado e o “desligado” (on-
off - oscilacbes no desempenho de movimentos) (OLANOW, 2014; YOU et al., 2018) e
alteracBes ndo motoras limitantes, como hipotensao ortostatica, sonoléncia diurna excessiva,
alucinac0es e psicose (FAHN, 2017).

Estudos sugerem que as alteracdes motoras estejam associadas ao uso prolongado de
L-DOPA e sua ingestdo continua por varias vezes ao dia, resultando em uma estimulacao
pulsatil ndo fisioldgica do receptor de dopamina D1 no estriado (STANSLEY et al., 2015). As
principais complicacbes motoras, chamadas de discinesias induzidas por L-DOPA (LID),
afetam cerca de 49% dos pacientes ap6s 5 anos de inicio do tratamento (PANDEY;
SRIVANITCHAPOOM, 2017). Navailles et al. (2010) descreveram que doses altas de L-DOPA
aumentam os niveis extracelulares de DA ndo apenas no corpo estriado, mas em outras
regibes do encéfao que expressam receptores DA, como substancia negra, cortex pré-frontal
e hipocampo.

Estratégias tém sido propostas para o tratamento de pacientes parkinsonianos
acometidos com as LID, como o fracionamento das doses de L-DOPA e/ou alteracdo nas
formulacdes para uma liberacdo imediata, intervenc¢des neurocirirgicas, avaliagéo detalhada,
levando em considerag&o o tempo e o tipo de discinesia (PANDEY; SRIVANITCHAPOOM,
2017) e ensaios com novas drogas. Assim, entre 0s medicamentos atuais estao inclusos os
agonistas dopaminérgicos (bromocriptina, pergolida, pramipexol); inibidores da MAO-B, como
a selegilina; inibidores da COMT (entacapone); antagonistas de receptores glutamatérgicos,
a exemplo da amantadina (AMAN) (BIDO; MARTI; MORARI, 2011) e antagonistas
colinérgicos (benzotropina) (HADDAD et al., 2018). Um resumo dos tratamentos que sao

direcionados para restaurar ou substituir a dopamina na DP é descrito no quadro 1.
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Quadro 1: Estratégias para o tratamento de DP

Classe de
substancias

Mecanismo

Evidéncia

Efeitos adversos

Levodopa (com

Precursor da

Aumentar os

Flutuacdes motoras

inibidores da Dopa dopamina niveis de DA (discinesias)
descarboxilase) enddgena
Agonista parcial Aumentar os Sedacdao
ou total do niveis de DA Transtorno do controle
receptor de enddgena; do impulso
Agonistas da dopamina com Diminuir os Sonoléncia
dopamina afinidade sintomas Edema
diferente para os motores nos
subtipos distintos | estagios iniciais
de receptores de da doenca
dopamina
Diminuir o Discinesias
Inibicdo reversivel | metabolismo da Diarreia
da COMT — L-DOPA Toxicidade hepéatica
Inibidores de menor inativacao Diminuicao da (tolcapone)
COMT da levodopa / dose diaria de L- Tontura
dopamina DOPA Insénia
necesséria Nausea
Inibic&o seletiva Diminuir o Nausea, tontura, dor
de MAO-B — catabolismo de | abdominal, boca seca,
menor dopamina sonhos vividos e / ou
Inibidores da metabolizacdo de alucinacdes,
MAO-B monoaminas

incluindo
dopamina

discinesias, pode
melhorar o tremor no
inicio.

Abreviaturas: monoamina oxidase B (MAO-B); catecol-O-metiltransferase (COMT); 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina (L-DOPA),

Stayte; Vissel, 2014; Morgan et al., 2016; Caciatore et al., 2018.
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3.5 Discinesias induzidas por L-DOPA

As discinesias sdo complicagbes motoras comumente observadas em pacientes com
DP e séo decorres do uso de L-DOPA, podendo ser classificadas de acordo a concentracéo
plasmética de L-DOPA em relagao a evolugao temporal. As discinesias de “dose maxima” ou
“de pico de dose” geralmente ocorrem durante a maior concentracao plasmatica de L-DOPA,
acompanhadas por um alivio na resposta motora, e sdo caracterizadas por movimentos
involuntarios, irregulares, abruptos e rapidos que podem fluir de uma parte para outra do corpo
(PERIZ; BORDIA; QUIK, 2018; BARGIOTAS; KONITSIOTIS, 2013) e disténicos (TRAN et al.,
2018) As discinesias “bifasicas” coincidem com o aumento (com melhora nos sintomas de
parkinsonismo) e posterior diminuicdo das concentracdes plasméaticas de L-DOPA. As
discinesias do tipo “periodo off’, sdo caracterizadas por uma postura disténica dolorosa,
aparecem no inicio da manha ou a noite e geralmente ocorrem nas transi¢cdes dos niveis
plasmaticos da levodopa (ambos aumento e reducéo) (ESPAY et al., 2018; TRAN et al., 2018).

As LIDs podem ser estudadas experimentalmente, com aplicacdo de toxinas como 6-
OHDA e MPTP, que induzem a degeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos (CENCI,
CROSSMAN, 2018). Esses estudos mostram que a manifestacdo de discinesias esta
associada a modificagbes na organizacdo dos circuitos dos nucleos da base (Figura 1),
particularmente na via direta através dos receptores D; e na via indireta com os receptores D,
(PANDEY; SRIVANITCHAPOOM, 2017; ELKURD; BAHROO; PAHWA, 2018). Cenci e
Crossman (2018) relatam que, a depender do grau de neurodegeneracao nigroestriatal e o
longo tempo de tratamento com L-DOPA, ocorre disfungdo do armazenamento e na liberacéo

de dopamina nos terminais pré-sinapticos e alteragcdes nas vias de saida do estriado (pos-

sinapticos).
A NORMAL B DP C
Cortex
:
whlll.xlnm E!lr\«ldg1 g g
- 0—] r -_ E - > 4 -4
nirea | Tty g "o er:'“mw ta g nowe .
£ g E | Talamo I # b m ¢ | Talamo I g { m |T¢lamo |
e g [ GPe l 4 ry m g t
: £
H : 4 2 3 s
] | - e %
e| STN L3 .-.l SN } . STN e
Gha SN¢ Gl She Gt SNr

Figura 1: Modelo de circuitos dos nicleos da base representando: (A) condi¢cdo normal. A entrada de dopamina na substancia
negra compacta (SNpc) influéncia o movimento motor através dos receptores dopaminérgicos D; (via direta) e D, (via
indireta). Basicamente, a estimulagdo dopaminérgica no receptor D; facilita o movimento motor, enquanto a estimulagdo no
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receptor D, inibe o movimento motor. (B) doenga de Parkinson, a perda de estimulo dopaminérgico da SNpc leva a sub-atividade
da via direta e a superatividade da via indireta. (C) doenca de Parkinson com LID, apés administracéo prolongada de L-DOPA
concomitante com maior grau de perda de dopamina estriatal, as interconexdes dentro do circuito nigroestriatal mudam em
direcdes opostas: a hiperatividade da via direta e a subatividade da via indireta produzem atividade motora excessiva (Adaptado:
PANDEY; SRIVANITCHAPOOM, 2017; SHARMA; LYONS; PHAWA, 2018).

Outra provavel causa para a ocorréncia das LID envolve as rotas de captagéo e
metabolismo da L-DOPA. Em condic6es fisioldgicas, a dopamina é sintetizada no citoplasma
dos neurbnios dopaminérgicos pela tirosina hidroxilase (TH), que converte o aminoacido
tirosina em L-DOPA através da oxidacdo da posicdo 3 no anel de benzeno. Uma vez
produzida, a L-DOPA é convertida em dopamina pela dopa-descarboxilase (AADC) e
carreada nas vesiculas sinpticas pelo transportador sinaptico de monoamina vesicular
(TVMA), onde € armazenado e liberada na fenda sinaptica mediante estimulos (YOU et al.,
2018). A maior parte da dopamina liberada na fenda sinaptica é transportada de volta a célula
pré-sinaptica pelo transportador de dopamina (DAT) (JUAREZ OLGUIN et al., 2016; YOU et
al., 2018). Quando a L-DOPA ¢é administrada de forma exdgena, oralmente, a sintese de DA
pode ocorrer em outros neurdnios, como 0s serotoninérgicos, por exemplo. Estes neurdnios
podem armazenar a DA em vesiculas sinapticas, mas ndo possuem autorreceptores (pré-
sinapticos, D;) e transportadores DAT (Cenci e Lundblad, 2006). Consequentemente, 0s
mecanismos de feedback e regulagéo da sintese e liberacdo de DA estardo alterados ou
ausentes, resultando em alta concentracdo de DA no corpo estriado e inducdo da ocorréncia
de LID (ZHENG et al., 2021).

Outro aspecto a ser considerado sdo modificagBes plasticas envolvendo receptores
glutamatérgicos (incluindo o tipo N-metil-d-aspartato [NMDA]) no estriado, em neurbnios que
recebem aferéncia cortical e que sdo modulados por DA (PISANU et al., 2018). Estudos tém
relatado que niveis elevados de L-DOPA aumentam a ativacdo dos receptores Di/Ds no
estriado. A ativacao dos receptores de dopamina D; resulta numa fosforilagdo aumentada das
subunidades do receptor de glutamato NMDA e, como consequéncia, ocorre hiperativacao
das vias de sinalizacdo glutamatérgicas e das vias diretas, de sinalizacéo excitatéria (levando
a movimentos excessivos ou discinesia) (FREITAS; FOX, 2016; SHARMA; LYONS; PAHWA,
2018).

3.6 Tratamento das LIDs com Amantadina

Além da utilizagdo da levodopa como tratamento para combater a progresséo da DP, a
amantadina também € muito usada no tratamento dos sintomas motores relacionados a essa
patologia. A AMAN foi originalmente descoberta como um agente profilatico contra a gripe
(influenza A) (DAVIES et al, 1964). Coincidentemente, observou-se um efeito
antiparkinsoniano nos pacientes, com melhora nos sintomas da bradicinesia, rigidez e tremor

e também foi observado efeito antidiscinético no estado avancado da DP (SCHWAB et al.,
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1969; SAWADA et al., 2010; SHARMA; LYONS; PHAWA, 2018). Sabe-se que essa droga
atua como antagonista ndo competitivo e de baixa afinidade do receptor NMDA, o que pode
explicar seu efeito antidiscinético (BORTOLANZA et al., 2016; BRIGHAM et al., 2018).

Assim, sugere-se que 0 mecanismo de acdo da AMAN esteja relacionado ao aumento
na liberacdo de dopamina e inibicdo da sua receptacdo na membrana pré-sinaptica e/ou a
atuacao diretamente nos receptores D, (PEREZ-LLORET; RASCOL, 2018). Evidéncias
sugerem que o bloqueio do receptor de NMDA pela AMAN induz correntes neuronais que
podem provocar a estabilizacdo do receptor nicotinico, assim a liberacdo de acetilcolina dos
interneurénios no estriado torna-se reduzida (HOUT et al., 2013).

No entanto o efeito da AMAN pode ser reduzido com o tempo, estudos em modelo in
vivo demonstraram que AMAN reduz a discinesia LID em doses que variaram de 10 a 60
mg/kg, apos aplicacdo da toxina 6-OHDA. O efeito expressivo foi observado em doses
superiores a = 40 mg/kg, enquanto doses abaixo desse valor tiveram efeitos variaveis,
conforme apresentado na tabela 1 (BIDO; MARTI; MORARI, 2011); BORTOLANZA et al.,
2016). Além disso, efeitos adversos pela administracdo de AMAN incluem depresséo,
alucinagbes e queda da imunidade (OERTEL et al., 2017). Dessa forma, o manejo dos efeitos
adversos do tratamento com L-DOPA demanda o desenvolvimento de novas estratégias.
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3.7 Propolis vermelha

A prépolis vermelha é um conjunto de substancias quimicas provenientes de
exsudados de brotos e botdes de plantas coletadas por abelhas do género Apis (Apis
mellifera). Este produto resinoso sofre uma reacdo enzimatica na saliva das abelhas
durante o transporte para a colmeia até serem sintetizadas em prépolis. Sua coloracao
vermelho intensa esta ligada a sua origem boténica e propriedades fisico-quimicas, em
geral as amostras de propolis contém em sua composi¢cao 50 a 60% de resinas e
balsamos, 30 a 40% de ceras, 5 a 10% de Oleos essenciais e 5% de gréos de polen
(CHEN et al., 2007; RUFFATO, 2017).

A propolis vermelha é classificada como o 13° tipo de prépolis, encontrada em
diferentes paises, a exemplo de Cuba, Venezuela, México e Brasil, cuja origens
botanicas foram identificadas como Clusia nemorosa (Clusiaceae), Clusia scrobiculata,
Dalbergia Sp. e Dalbergia ecastophyllum, respectivamente (TRUSHEVA et al., 2006;
PICCINELLI et al., 2011; SFORCIN et al., 2011; LOPEZ et al., 2014).

No Brasil a prépolis vermelha tem sua origem botanica proveniente da Dalbergia
ecastophyllum, popularmente conhecida como rabo-de-bugio, encontrada nos estados
de Alagoas (BARBOSA BEZERRA et al., 2017; BATISTA et al., 2018; REIS et al., 2019),
Sergipe (DA SILVA et al., 2015; LIMA CAVENDISH et al., 2015; BARBOSA et al., 2015,
ANDRADE et al., 2017); Bahia (XAVIER et al., 2017), Pernambuco (DAS NEVES et al.,
2016; REGUEIRA NETO et al., 2017) e Paraiba (MARTINS et al., 2018).

O uso popular deste produto é crescente e os estudos cientificos evidenciaram
seus efeitos antimicrobiano, antitumoral, anti-inflamatoério, antioxidante e anti-leishmania
(BUENO-SILVA, ALENCAR et al., 2013; BUENO-SILVA, KOO et al., 2013; FREIRES et
al., 2016).

Dentre os compostos presentes estdo os acidos fendlicos, os flavonoides, os
terpenos, os acidos aromaticos, os &cidos graxos, os aminoacidos, além de elementos
inorganicos, como cobre, manganés, ferro, calcio, aluminio, vanadio e silicio (RIGHI et
al., 2011; LOPEZ et al., 2104). Tais compostos apresentam concentracdo variavel em
funcdo da origem geogréfica, sazonalidade, biodiversidade da flora local, técnica de
producao (tipo de coletores utilizados na producéo) e o género e espécie da abelha.
Portanto, esse conjunto de fatores possui grande importancia nas propriedades fisicas,
quimicas e biolégicas das amostras de prépolis (ANDRADE et al., 2017; KUBILIENE et
al., 2018).
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Como citado anteriormente, estudos tém demonstrado que os extratos de PV
possuem propriedades farmacoldgicas importantes, como antioxidante (FROZZA et al.,
2013; MACHADO et al., 2016; XAVIER et al., 2017) e anti-inflamatéria (CAVENDISH et
al., 2015; BATISTA et al., 2018), que podem ser de particular interesse para doencas
neurodegenerativas e desordens neurolégicas que tém no estresse oxidativo seu
mecanismo subjacente. A potente atividade antioxidante da PV tem sido atribuida a
presenca de compostos bioativos como vestidol, neovestitol e isoliquiritigenina (OLDONI
et al., 2011), e também das isoflavonas formononetina e biochanina A (FROZZA et al.,
2013).

3.8 Métodos de extracao de propolis vermelha

Os processos de extracdo mais comuns realizados com a propolis derivam de
solventes de alta polaridade, como etanol (FROZZA et al., 2017; BATISTA et al., 2018;
MARTINS et al., 2018; REGUEIRA-NETO et al., 2018; RUFATTO et al., 2018). Frente
a isto, é frequente a obtencéo de compostos de polaridade similar ao solvente utilizado
devido ao arraste promovido pela afinidade entre o composto e o solvente.

De acordo com Sena-Lopes et al. (2018), a hidrodestilacdo pelo equipamento de
Clevenger é o método de extracdo mais utilizado para compostos de baixa ou
intermediaria polaridade. No entanto, este método apresenta um baixo rendimento e
requer um maior tempo de processamento. Em relacdo a obtencéo de extratos ricos em
compostos quimicos de baixa polaridade, David et al. (2004) e Aguiar et al. (2018)
relataram que o método mais comumente utilizado é a maceragdo com hexano como
solvente ou co-solvente de fracionamento. No entanto, este processo é demorado e
envolve um maior gasto e exposi¢ao do profissional aos solventes organicos.

Os processos de extracdo de compostos quimicos alvos de amostras de propolis
mais comumente utilizados séo a extragcdo por solventes como etanol, 4gua, hexano,
acetato de etila e cloroférmio. Contudo, a técnica convencional tem algumas
desvantagens, incluindo forte valor residual, possiveis reagdes adversas, prejudiciais ao
meio ambiente, baixa qualidade do extrato e longo processo requisito de periodo.

Em decorréncia deste entrave, busca-se um método que potencialize e otimize o
processo de extracdo e obtencdo de compostos bioativos, permitindo maior
seletividade, menor gasto com solvente, extracdo rapida e, consequentemente,
diminuicdo da exposi¢do do profissional e a contaminagdo ambiental. Entre os métodos
de extracdo mais promissores, destaca-se a extracdo por liquidos pressurizados (PLE),
este processo utiliza uma técnica avancada de extracdo de compostos fendlicos que
apresenta vantagens em relacdo as extracbes convencionais. A PLE permite a

realizacdo de uma extracéo rapida dos analitos em um ambiente inerte sob alta pressédo
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e temperatura as quais influenciam na eficiéncia do processo, garantindo maior
seletividade dos substratos obtido, utilizando solventes organicos, o que permite a
solubilizacao eficiente dos compostos bioativos presentes na amostra. Além disso, a
pressédo aplicada durante a extracdo aumenta a solubilidade dos compostos fendlicos e
reduz a necessidade de longos tempos de extra¢do (IDRUS et al., 2018).

Entre os modelos de extracdo que utilizam a alta pressdo, destaca-se a extracdo
acelerada com solvente (ASE™), é um método que utiliza a alta pressao em ambiente
fechado totalmente automatizado, possibilitando a determinacdo de variaveis como
tempo, temperatura, quantidade de ciclos, pressao e solventes, permitindo extracdes
rapidas, podendo utilizar multiplos solventes em menores quantidades garantindo a
denominada tecnologia verde atribuida ao método (ANNUNCIACAO et al., 2018).
Atualmente diversos estudos relacionados aos processos de obtencédo de compostos
bioativos fazem uso do ASE™, este recurso promissor promove o maior desempenho
para desenvolvimento ou otimizacdo de modelos de extragdo de compostos quimicos
(ANNUNCIACAO et al., 2018; RAMIREZ-CADAVID et al., 2018; AGUIAR et al., 2018).

No estudo realizado por He et al, (2018), foi possivel avaliar a atividade
antioxidante e o valor de compostos fendlicos totais de extratos de goji black berry
obtidas a partir da extracéo acelerada com solvente, neste processo as variaveis como
tempo (3 e 13 minutos) e temperatura (50 e 100 °C) foram aplicadas ao equipamento,
com solvente, pressdo e nimero de ciclos constantes. Os resultados obtidos mostraram
gue o método de extracdo influenciou significativamente na obtengdo de amostras
concentradas de compostos fendlicos, o que consequentemente influenciou na elevada
atividade antioxidante relatada.

Comparativamente, as extragées convencionais, como a extragao com solvente
anico ou a extracdo com solvente misto, apresentam desvantagens, como a baixa
eficiéncia de extracdo e a necessidade de grandes volumes de solventes. Portanto, a
extracdo por liquidos pressurizados é uma técnica eficiente e sustentavel para a
extracdo de compostos fendlicos, que permite a obtengdo de maiores rendimentos de
extratos fendlicos em menor tempo e com menor consumo de solventes (MIRON et al.,
2011; Ll et al., 2013).

3.9 Caracterizacao Quimica de Extratos

A caracterizacdo quimica de extratos é essencial para determinar a composi¢ao
guimica e as propriedades fisico-quimicas dos compostos presentes em uma amostra.
Entre os métodos mais utilizados para essa caracterizacdo, estdo a cromatografia

liquida de alta eficiéncia (HPLC), a espectroscopia no infravermelho com transformada
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de Fourier (FTIR), a termogravimetria (TG) e a microscopia eletrdnica de varredura

(MEV) e de transmisséo (MET), como sera descrito abaixo.

3.9.2 Cromatografia liquida de alta performance

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance
Liquid Chromatography) € uma técnica amplamente utilizada na analise de compostos
organicos presentes em extratos nhaturais. A utilizacdo do HPLC para identificar
compostos fendlicos em compostos organicos tem sido amplamente empregada devido
a sua eficiéncia de separag¢ado dos compostos, proporcionando uma analise mais precisa
e acurada, além da alta sensibilidade de detec¢cdo de compostos em baixas
concentracdes.

Um estudo realizado por Nagy et al. (2018) demonstrou a eficacia da utilizacao
do HPLC na identificagdo e quantificagdo dos compostos fendlicos presentes em
extratos de plantas. Neste trabalho, os autores utilizaram uma coluna cromatografica
C18 e um gradiente de solventes composto por agua e acetonitrila. Os resultados
mostraram que o método de HPLC foi capaz de identificar e quantificar com precisao os
compostos fendlicos presentes nos extratos de plantas.

Outro beneficio do HPLC é a capacidade de separar os compostos fendélicos em
diferentes classes, como flavonoides, acidos fendlicos e suas respectivas agliconas. Em
um estudo realizado por Pérez-Martinez et al. (2020), foi desenvolvido um método de
HPLC para separar e quantificar diferentes classes de compostos fendlicos presentes
em extratos de plantas. Neste estudo, os autores utilizaram uma coluna cromatografica
C18 e um gradiente de solventes composto por agua e acetonitrila contendo acido
férmico. Os resultados mostraram que o método de HPLC foi capaz de separar com
precisdo diferentes classes de compostos fendlicos, permitindo uma analise mais
completa e detalhada desses compostos.

O extrato de propolis vermelha é conhecido por conter uma ampla variedade de
compostos fendlicos, incluindo flavonoides, acidos fendlicos e suas respectivas
agliconas, além de acidos graxos, esteroides e terpenoides. A separacdo desses
compostos é realizada utilizando-se uma coluna cromatogréfica, que € empacotada com
uma fase estacionaria que interage seletivamente com os compostos presentes na
amostra. A separacao € obtida pela eluicdo dos compostos da coluna com um solvente
movel, cuja composi¢do é gradualmente modificada ao longo do tempo. Andlise de
extrato de propolis vermelha, a técnica de HPLC é frequentemente empregada para
separar e identificar os compostos bioativos presentes nesta matriz.

Diversos trabalhos recentes tém empregado a técnica de HPLC para analisar os

compostos presentes em extratos de propolis vermelha. Em um estudo realizado por
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Wau et al. (2018), foi desenvolvido um método de HPLC para identificar e quantificar os
compostos fendlicos presentes em extratos de propolis vermelha produzidos na China.
Neste estudo, os autores utilizaram uma coluna cromatografica C18 e um gradiente de
solventes composto por agua e acetonitrila contendo 0,1% de acido férmico. Através
deste método, os autores identificaram vinte e dois compostos fendlicos diferentes,
incluindo acidos fendlicos, flavonoides e suas respectivas agliconas.

Em outro estudo, realizado por Bufalo et al. (2020), foi avaliada a atividade anti-
inflamatéria de extratos de prépolis vermelha produzidos no Brasil. Neste trabalho, os
autores utilizaram a técnica de HPLC para identificar e quantificar os compostos
bioativos presentes nos extratos de prépolis. Os resultados mostraram que o extrato de
propolis vermelha apresentou uma alta concentracdo de acido cafeico e seus derivados,
além de compostos fendlicos como quercetina, apigenina e kaempferol.

3.9.3 Termogravimétria

A termogravimetria (TG) € uma técnica analitica amplamente utilizada para
caracterizacao térmica de materiais. A metodologia da TG envolve a medi¢cdo da massa
de um material em fungcéo da temperatura ou tempo, enquanto ele é submetido a um
programa de aguecimento ou resfriamento controlado.

Segundo Anjum et al. (2021), a técnica de TG é particularmente util para a
andlise de polimeros, permitindo a determinacéo de suas propriedades térmicas, como
ponto de fuséo, degradacéo térmica e transicdes de fase. Além disso, a TG também é
empregada na avaliagdo da estabilidade térmica de medicamentos e produtos
farmacéuticos, conforme destaca Zhao et al. (2019).

A analise termogravimétrica € baseada na detec¢do de mudancgas na massa de
uma amostra durante a sua decomposicao térmica, que ocorre devido a quebra de
ligagbes quimicas. Esta técnica fornece informacdes valiosas sobre a estabilidade
térmica de materiais e pode ser utilizada para avaliar a qualidade de produtos quimicos,

bem como a eficacia de processos de sintese ou modificagdo de materiais.

3.10 Propriedades bioldgicas

Os extratos da propolis tém apresentado diversas atividades farmacoldgicas,
como propriedades hipotensoras (Mahmoud et al, 2019), imunomoduladoras (NASSAR
et al, 2012), antitumorais (FRION et al,2019), antibacterianas (EI-Guendouz et al, 2019),
antivirais (Hochheim et al, 2019), antifungicas (Djais et al, 2019), anti-inflamatérias (Y et
al, 2019), que sao atribuidas a sua complexa composicao quimica, principalmente pela

presenca de fotoquimicos oriundos do metabolismo secundario das plantas.
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Os flavonoides sdo amplamente reconhecidos como 0s principais compostos
bioativos presentes na propolis, responsaveis pelos seus efeitos benéficos a saude.
Esses compostos fendlicos, originarios de plantas, possuem mdultiplas atividades
fisiologicas, incluindo propriedades antioxidantes e antimicrobianas. Além disso, as
benzofenonas, outro tipo de composto fendlico com alta atividade antimicrobiana,
antitumoral e antioxidante, também foram identificadas e isoladas a partir de prépolis,
especialmente aquelas provenientes de regies tropicais (Borges et al., 2018; Yeabyo
et al, 2018)

As caracteristicas biologicas da prépolis podem ser correlacionadas a um espectro
de compostos quimicos presentes na sua resina. A composi¢cdo quimica e as
propriedades biolégicas da propolis séo susceptiveis a varia¢cdes, em funcao da técnica
empregada para a sua extracdo (Sena-Lopes et al, 2018).

3.11 Formononetina

A formononetina € um dos componentes em maior quantidade na PVB, mas
também é encontrada em leguminosas (JIANG et al, 2019) e em muitas ervas como
Trifolium pratense L., Spatholobus suberectus Dunn. e Astragalus mongholicus Bunge
(TIAN et al., 2022). Estudos mostram que a FN apresenta atividade antimicrobiana
(NEVES et al., 2016), bactericida (SIQUEIRA et al., 2014), antiapoptdtica (WANG et al.,
2012), vasodilatadora (WU et al., 2010), citotoxica (FREIRES et al., 2016),
antiaterogénica, cicatrizante, regeneradora de tecido cartilaginoso e pulpar dental,
antioxidante, antitumoral e antimicrobiana (MACHADO et al, 2021; SIQUEIRA et al.,
2014), anti-inflamatoéria e antinociceptiva (CAVENDISH et al., 2015) e neuroprotetora (LI
et al.,2014; MA et al, 2022)

Cavendish et al. (2015) avaliaram os efeitos da administracdo oral da
formononetina (10 mg/kg) em um modelo de dor induzida quimicamente e sobre a
resposta inflamatéria. Foram realizados os testes de constricdo abdominal induzida por
acido acético, de lambida da pata induzida por formalina e de nocicepg¢éo induzida por
glutamato, campo aberto para avaliar o0 comportamento motor e emaocional; para induzir
a inflamacéo foi utilizada a carragenina. Os autores observaram que tanto o extrato
hidroetandlico de prépolis vermelha (EHPV) quanto a formononetina apresentaram acao
anti-inflamatéria, que pode ser devido sua capacidade de interagir com mediadores
inflamatérios ou por suas propriedades antioxidantes.

Wang et al. (2012) avaliaram os efeitos in vitro da FN na apoptose celular induzida
por IL-18 em células de linhagem insulinoma de rato (INS-1), encontraram que a FN
previne a morte celular e inibe a atividade da Bax/Bcl-2 e inibe a atividade da caspase-

3, assim a FN mostra-se capaz de proteger as células B pancreaticas da apoptose
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causada por IL-1 e bloqueia citocinas sinalizadoras da apoptose e também inibiu a
ativacdo do fator nuclear kappa (NF-kB), o que a torna promissora no tratamento da
diabetes mellitus.

Muitos estudos pré-clinicos in vitro e in vivo tém verificado o efeito protetor da FN
frente a neurodegeneracao e lesdes traumaticas do SN. Tian et al. (2022) estudaram o
efeito neuroprotetor da FN contra a apoptose induzida por N-metil-D-aspartato (NMDA)
em neurénios corticais. O NMDA produziu perda neuronal na cultura celular, no entanto
quando foi feito o pré-tratamento com a FN, observou-se aumento da viabilidade celular
e diminuicdo de apoptose por regulacdo negativa da relacdo Bax/Bcl-2 e inibicdo da
ativacdo da pro-caspase-3.

Li et al. (2017) avaliaram os beneficios da FN na lesdo traumatica cerebral (TBI).
Os resultados mostram que o grupo tratado com FN apresentou melhora das alteracfes
causadas pela leséo (inconsciéncia e transe), com diminuicdo do edema e de necrose
nas areas lesionadas e aumento do niumero de células nervosas, em comparagdo com
0 grupo lesdo sem tratamento. O tratamento com FN também proporcionou aumento
dos niveis de enzimas antioxidantes glutationa peroxidase (GSH-Px) e superoxido
dismutase (SOD), e diminuicdo nos niveis de malondialdeido (MDA), que € produzido
pela degradacgédo de lipideos poli-insaturados mediado, e de TNF-a e IL-6. Os autores
concluiram que a FN promoveu neuroprotecéo através da reducado da inflamacao e por
melhorar a capacidade antioxidante do cérebro.

Liang et al. (2014) buscaram avaliar os mecanismos pelos quais a FN atua na
neuroprotecao frente a leséo cerebral isquémica (modelo de isquemia/reperfuséo). Para
isso, a artéria cerebral média direita foi ocluida durante 2 horas e passou por um periodo
de reperfusé@o de 24 horas. Observou-se que houve reducdo do edema cerebral e da
area isquémica, com melhora do déficit neuroldgico, e diminuicdo de apoptose (relagédo
Bax/Bcl-2), resultando em neuroprotecdo. Sun et al. (2012) mostraram que a FN protege
neurdnios contra a citotoxicidade induzida por hipéxia utilizando um modelo in vitro para
estudo da doenca de Alzheimer (linhagem de células N2a- ABPP); o tratamento com FN
promoveu diminuicdo da expressdo da caspase-3, pelo mecanismo de estimulo a
clivagem da proteina precursora beta amiloide (ABPP).

Ainda, foi observada a atividade neuroprotetora de um EHPV rico em
formononetina (BARBOSA et al., 2015). Os autores utilizaram um modelo de
esmagamento do nervo ciatico em ratos. Os animais receberam tratamento (via oral)
com veiculo (Tween 80 a 2% em solucdo salina), EHPV 1 mg/kg, EHPV 10 mg/kg e
Ibuprofeno 60 mg/kg, o grupo sham recebeu apenas veiculo, todos durante 28 dias, uma
vez ao dia. Para avaliar a reabilitagéo funcional foi utilizado o IFC, e o teste de Basso,

Beattie and Bresnahan (BBB), também foi realizado o teste de reflexo de retirada. Todas
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as avaliagbes foram realizadas nos dias 1, 7, 14, 21 e 28 apds a lesdo. A composi¢ao
quimica da amostra de EHPV foi avaliada por meio da espectrometria de massa de alta
resolucdo (HRMS) utilizada neste estudo, que apresentou pinocembrina, formononetina,
vestitol e biochanina A. Os resultados mostram que o EHPV, tendo a formononetina
como composto em maior concentragdo, promoveu a recuperagao funcional, aumento
da mielinizacéo e preservacdo da area do nervo apés axonotmese do nervo ciatico em

ratos.

3.12 Biochanina A

A biochanina A é uma isoflavona presente em diversos produtos naturais, como
sdo trevo vermelho, alfafa, soja e propolis vermelha. Esse composto apresenta
atividades biolégicas antioxidante, anti-inflamatoria, neuroprotetora e anticancerigena.
Além disso, estudos recentes mostram que a biochanina A também apresenta efeitos
no sistema nervoso central (FENG; LAI, 2023).

Um estudo recente mostrou que a biochanina A presente na prépolis vermelha
tem atividade antioxidante significativa, o que pode ter implicacdes para a saude
humana. A atividade antioxidante da biochanina A foi avaliada em diferentes modelos in
vitro e in vivo, mostrando resultados promissores (Shi et al., 2020). Além disso, outro
estudo relatou a capacidade da biochanina de inibir a proliferacdo de células
cancerigenas, sugerindo seu potencial como um agente terapéutico no tratamento do
cancer (Huang et al., 2019).

Ha varios relatos da acdo neuroprotetora da biochanina A. por exemplo, essa
isoflavona promoveu neuroprotecdo contra lesdo isquémica/reperfusdo cerebral por
inibicdo do estresse oxidativo mediada por Nrf2. Além disso, melhorou as atividades de
SOD e GSH-Px e suprimiu a producdo de MDA, e inibiu a ativagéo de NF-kappaB (GUO
et al., 2019). Ainda no tocante a marcadores neuroinflamatérios e EROs, a biochanina
A protegeu neurdnios dopaminérgicos da toxicidade induzida por lipopolissacarideo in
Vvivo e in vitro, com diminui¢cdo da resposta microglial e dos niveis de IL-1B3, IL-6 e TNF-
a (WANG et al.,2016). Em modelo experimental para estudo da DP utilizando rotenona
(pesticida toxico), o tratamento de camundongos com a biochanina A melhorou o
desempenho motor e promoveu neuroprotecdo; 0S mecanismos pelos quais a
biochanina A produziu tais efeitos incluiram aumento de defesas antioxidantes
(glutationa, malondialdeido), diminuicdo nos niveis de citocinas pré-inflamatérias e
fosforilacdo aumentada de proteinas da via de sinalizagéo PI3K/Akt/mTOR e diminuigdo
na expressao de GFAP (EL-SHERBEENY et al., 2020)
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Pesquisas indicam que a biochanina A pode modular a neurotransmisséo e ter
efeitos ansioliticos e antidepressivos (ZADA et al., 2022; DIKSHA, BHATIA., 2024). Um
estudo em ratos mostrou que a administracao de biochanina A reduziu a ansiedade em
testes comportamentais e aumentou a atividade de receptores GABA no cérebro
(DIKSHA, BHATIA., 2024).

No entanto, € importante destacar que os efeitos da biochanina na saude
humana ainda ndo sdo completamente compreendidos e mais pesquisas sao
necessarias para avaliar seus efeitos potenciais. Um estudo recente avaliou os efeitos
da biochanina sobre a microbiota intestinal em ratos e mostrou que a exposicao a essa
isoflavona pode ter efeitos negativos sobre a composi¢cao da microbiota intestinal, o que
pode afetar a saude intestinal e geral (Zhang et al., 2019). Portanto, é importante
considerar os possiveis efeitos negativos da biochanina antes de sua aplicacdo em

terapias.
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4 METODOLOGIA
4.1 Obtencéao da prépolis vermelha

A prépolis vermelha foi obtida do apiario Santo Antdnio localizado no municipio
de Barra de Santo Antbnio, Alagoas, Brasil (coordenadas 09° 24' 17" S 35° 30' 26"), no

més de agosto de 2017.

4.2 Preparo da amostra de propolis vermelha

A propolis vermelha foi congelada em temperatura abaixo de -100 °C, em
seguida a amostra congelada foi triturada por moinho de 4 facas e separadas fracfes
de 18 a 32 mesh. Em seguida, a amostra foi armazenada em recipiente de vidro e
refrigerado de 2 a 8 °C em geladeira.

4.3 Extracao de PV por liquidos pressurizados

A extracgéo foi realizada utilizando o modelo de extracdo adaptada em Jesus et al
(2013), para extracao foi composta por uma unidade de extracéo utilizando reservatorios
de solvente; dois banhos termostaticos; uma bomba de HPLC (Syringe Pump ISCO 500
D) e uma bomba de deslocamento positivo (HPLC Pump, Series Ill); um extrator de aco
inox com capacidade de 157,3 cm?; 2,0 cm de diametro e 25,0 cm de altura; uma valvula
micrométrica HIP; uma fita térmica e frasco coletor (Figura 2). Este equipamento em sua
estrutura tem capacidade de atuar utilizando gases pressurizados, liquidos
pressurizados ou mistura de ambos simultaneamente. Quando operando com etanol, o
solvente foi disposto numa proveta para alimentar a bomba isocratica de fluxo positivo
(New Aliance SERIE Ill) por um tubo flexivel de Peek tubing com didmetro externo de
1/16 polegadas. As tubulacdes oriundas de ambas as bombas foram interligadas por
um "T" em ago inox de marca swagelock, direcionando os solventes para o extrator. A
unidade foi montada com total flexibilidade para trabalhar com apenas um tipo de
solvente liquido (Etanol), ou com mistura de solventes. O tempo de extracdo foi de uma
1 hora e 30 min, onde a amostra passava 1 hora para estabilizagdo de temperatura no

banho termostéatico e uma boa disperséo térmica na amostra.

46



Figura 2: Aparato experimental para extracéo de liquido pressurizado: (1) bomba isocratica de fluxo positivo; (2) Valvulas
de retencgéo; (3) Indicador de pressao; (4) Transdutor de presséo ; (5) Extrator; (6) Valvula de agulha; (7) Coletor de
amostras; (8) Reservatério de solvente liquido; (9) Banho termostatico.

4.4 Cromatografia liquida de alta performance

A analise por HPLC foi realizada de acordo com a metodologia estabelecida pelo
grupo seguida por Santos et al. 2017. Foi utilizado um cromatografo liquido (Shimadzu
LC-20AT, com detector UV-vis) e uma coluna analitica Phenomenex 5u EVO C18 100A;
C18 150 x 4,6mm. A fase movel de elui¢do foi composta por Metanol grau HPLC + 0,1%
de acido férmico (B) e agua ultrapura + 0,1% de acido férmico (A), gradientes e analise
(Quadro 2). A taxa de fluxo isocrético foi de 1,0 mL/min por 30 min e o comprimento de
onda de deteccéo foi feito em 270 nm, 280 nm e 290 nm. Todas as corridas foram
realizadas em temperatura constante de 30 °C. Para o volume de injecao foi de 20 uL
das amostras de solugbes contendo extratos brutos. O tempo de retencdo dos
compostos analisados foi de Biochanin-A: 20,5 e Formononetina: 18,2. A identificacdo
da Formononetina e Biochanina-A no extrato hidro etandlico de propolis vermelha foi

utilizado nos padrdes Biochanin-A e Formononetina (Sigma Aldrich, grau HPLC).
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Quadro 2: Gradientes utilizados na amostra do extrato.

Tempo A (%) | B(%)

(min)

0:00 80 20
10:00 60 40
15:00 50 50
20:00 35 65
25:00 20 80
27:00 80 20
30:00 80 20

4.5 Termogravimetria (TGA)

Para verificacdo da perda de massa do material obtido em funcdo de uma
programacédo controlada de temperatura foi realizada analise termogravimétrica (TGA)
e derivada termogravimétrica (DTG). Foram analisadas extrato hidro etandlico de
propolis vermelha em diferentes condi¢des de temperatura durante a extragéo, EPV a -
30°C,EPVa-20°C,EPVa-10°C,EPVa0°C,EPVal0°C,EPVa20°Ce EPVa30
°C. As condicdes experimentais foram: faixa de temperatura de 25 a 550; nitrogénio com
vazao de 50 mL/min, cadinho de platina com 2,5 mg de amostra (CARUCCI et al., 2021).
4.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia do extrato etandlico de prépolis vermelha foi observado por
microscopia eletrdnica de varredura, usando um microscopio eletrdnico (modelo
ASPEX). As amostras foram colocadas na superficie de uma fita dupla face e revestidas
com uma fina camada de ouro e sobrepostas em fita de carbono sob o suporte metalico
com uma tensdo de 15 KV. Antes das andlises, as amostras foram mantidas em uma
temperatura de 100 °C como pré-teste durante 12 horas (OLIVEIRA, e al. 2019).

4.7 Ensaio in vivo

4.7.1 Aspectos éticos

Para o desenvolvimento deste projeto foram respeitados os principios éticos da
experimentagdo animal, de acordo com a Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), seguindo as normas para a pratica didatico-
cientifica de acordo com a Lei n°® 11.794/2008, e resolucdo normativa n° 53 de 19 de
maio de 2021, que dispde sobre o0 uso de animais para fins cientificos e didaticos. O
projeto foi submetido & apreciacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Tiradentes (CEUA), aprovado com o parecer de niumero 020518 (Anexo
1).
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4.7.2 Obtencéo da formulacdo contendo formononetina

A FN foi adquirida através da empresa XI’na Olin Biological Technology CO LTD,

devido seu grau de pureza de 98.02 % e foi suspensa em uma formulag¢éo descrita no

quadro 3.
Quadro 3: Formulagso contendo FN.
COMPONENTES CONCENTRACAO (%) FUNCAO
Formononetina 0,4 Ativador
Benzoato de sédio 02 Conservante
Goma Xantana 0,1 Agente suspensor
Acido citrico 0,1 Ajuste de pH
Sorbitol g.s.p 100 Veiculo

4.7.3 Desenho experimental e formacéo dos grupos

A figura 3 ilustra esquematicamente o decurso temporal dos experimentos. Os
animais foram pesados um dia antes das cirurgias e submetidos a uma avaliagao pré-
operatdria com objetivo de excluir animais com déficits motores. Foi realizada cirurgia
estereotaxica para aplicacdo da toxina monoaminérgica 6-OHDA (ou solucéo salina
contendo acido ascorbico) no feixe prosencefalico medial. Decorridos 21 dias ap0s os
procedimentos cirlrgicos e apds afericdo da efetividade da leséo (por meio do teste de
comportamento rotatério), os roedores receberam tratamento salina ou com L-DOPA
(25 mg/kg + benserazida 10 mg/kg, diluido em salina 0,9%, v.o, 1 mL), concomitante ao
tratamento com FN (60 mg/kg, v.0.) ou veiculo (formulacao sem FN), duas vezes ao dia
por outros 21 dias (SANTOS PEREIRA, 2016), durante os quais foram avaliados os
movimentos involuntarios anormais (MIA - discinesias, dias 1 e 21 de tratamento) e a
funcdo motora (teste do cilindro, 21 dias de tratamento). A eutanasia foi realizada no dia
seguinte ao Ultimo teste comportamental, para retirada dos encéfalos e processamento
para analise imunohistoquimica. Os animais foram divididos, portanto, em 4 grupos (n

= 5/grupo), como descrito no quadro 4.
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Figura 3: Representacdo esquematica do desenho experimental ao longo do tempo (-21 a 21 dias). 6-OHDA: 6-
hidroxidopamina; CR: teste de comportamento rotatério; L-DOPA: 3,4-di-hidroxifenilalanina; FN: formononetina; MIA:
movimentos involuntarios anormais.

Quadro 4: Esquema de distribuicdo dos grupos experimentais.

Grupos Aplicagao Inducéo das Tratamento
(n=5) intracerebral discinesias
Sham Veiculo (salina com Salina Veiculo (formulagéo
acido ascorbico sem FN), v.o
0,005%)
6-OHDA/VC 6-OHDA Salina Veiculo (formulagéo
sem FN), v.o
L-DOPA/VC 6-OHDA L-DOPA Veiculo (formulagéo
sem FN), v.o
L-DOPA/FN 6-OHDA L-DOPA Formulacéo
contendo FN 60
mg/kg, v.o

6-OHDA: 6-hidroxidopamina; FN: formononetina; L-DOPA: 3,4-di-hidroxifenilalanina.

4.7.4 Procedimentos cirurgicos: estereotaxia

A cirurgia estereotaxica foi realizada com os ratos anestesiados com cetamina (100

mg/kg) e cloridrato de xilazina (75 mg/kg), administrados por via intraperitoneal (i.p)
(GOMES et al., 2003; PADOVAN-NETO et al., 2009; BORTOLANZA et al., 2015). Apos

anestesia, foi realizada a tricotomia na regido dorsal da cabeca e a perfuracéo da calota

0ssea com broca odontoldgica para inser¢éo da micro agulha. Foi realizada uma Unica
injecdo de 6-OHDA (16 pg em 3 pL de salina a 0,9% contendo 0,05% de &acido

ascorbico) ou veiculo na regido do feixe prosencéfalico medial (MFB) esquerdo nas
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seguintes coordenadas (em mm, PAXINOS, WATSON, 1998): anteroposterior (AP): -
4,4 em relacdo ao Bregma; lateral (L): +1,2 em relacéo a linha média; dorsoventral (DV):
-8,2 a partir do cranio. As solucdes foram infundidas a velocidade de 1 yL/min e a canula
permaneceu no local por 3 min antes da retirada a fim de evitar o refluxo (BORTOLANZA
et al., 2015). Ao término da cirurgia, foi aplicada injecédo intramuscular de pentabidético
veterinario para animais de pequeno porte (Fort Dodge Saude Animal LTDA, 0,5 mL) e,
para recuperacao da anestesia, os animais foram aquecidos por uma lampada de 60 W.
Os ratos receberam cuidado intensivo durante o periodo de tratamento para reduzir a
perda de peso, evitar o sofrimento e aumentar as taxas de sobrevivéncia: Duas vezes
por dia, os animais receberam terapia de reidratacdo (até um 1 mL de dextrose a 5%,

administrado por via subcutanea) e dieta com multicereais (SANZ-BLASCO et al., 2017)

4.7.5 Avaliagdo comportamental

4.7.5.1 Teste de comportamento rotatério (CR)

O comportamento de rotacdo foi medido apdés aplicagdo do agonista
dopaminérgico cloridrato de apomorfina, administrado por via subcuténea (0,5 mg/kg),
com os animais alocados em um cilindro (20 cm de didmetro e 40 cm de altura). Os
animais foram aclimatados ao ambiente durante 5 min antes do teste. O teste de
comportamento rotatério consiste em quantificar o nimero de voltas completas durante
45 min, além de observar o sentido dos giros realizados pelos animais ao redor do
proprio eixo (contralateral ou homolateral a leséo). Por ser um teste que permite avaliar
a efetividade da leséo da via dopaminérgica nigroestriatal, apenas ratos apresentando
> 2 voltas/min (> 90 voltas/45 min) foram incluidos no estudo (PADOVAN-NETO et al.,
2011; DOS-SANTOS-PEREIRA et al, 2016) e entdo deu-se inicio aos tratamentos. Os

testes sempre foram realizados entre as 14:00h as 18:00 h.

4.7.5.2 Teste de movimentos involuntarios anormais (MIA)

Os movimentos involuntarios anormais do tipo axiais, de membros, orofaciais e
locomotores (MIA) foram avaliados de acordo com uma escala de discinesias de ratos
validada (CENCI et al., 1998; WINKLER et al., 2002). As avaliacGes foram realizadas no
1° e 21° dia de tratamentos com L-DOPA, concomitante a administracdo de FN ou
veiculo. As pontuacdes foram atribuidas como (0) ausentes; (1) presente por menos da
metade do tempo de observacédo; (2) presente por mais da metade do tempo de
observacado; (3) continuo, mas interrompido por fortes estimulos sensoriais; (4)

continuo, ndo interrompido por fortes estimulos sensoriais. A observacao foi realizada a

51



cada 20 min durante 1 min e entdo obteve-se a soma para cada animal até a duracdo
total de 3h apds a administracao de L-DOPA (PADOVAN-NETO et al., 2009; PADOVAN-
NETO et al., 2015). Os escores axial, de membros e orofacial foram somados e
analisados como um unico item (global), enquanto os escores da locomocéo foram
analisados como um item separado (LUNDBLAD et al., 2002). Somente ratos que
apresentaram graus de gravidade = 2 em pelo menos um dos subtipos de MIA foram
incluidos no estudo (PADOVAN-NETO et al., 2013).

4.7.5.3 Teste do cilindro
A assimetria dos membros anteriores (fungdo motora) foi determinada durante o
comportamento de exploracdo vertical do animal (CENCI, LUNDBLAD 2007). Os
animais foram colocados individualmente em um cilindro de vidro (16 cm de didmetro e
30 cm de altura) que permitiu a sua observacdo em 360° e foram filmados
imediatamente por 5 min. O nimero de toques na parede (contatos com digitos
totalmente estendidos) executado com o0s membros superiores homolateral e

contralateral foram mensurados, conforme a equacdo (BOIX; PATEL; PAUL, 2015):

Tc
0 e 3
% Pt Th +Tc ™ 100 (Equagio 3)

Equacédo para medida da porcentagem dos toques contralaterais a leséo por 6-OHDA. %
Pt = Percentagem de toques, Tc = Toques contralaterais (direito), Th = Toques homolateral
(esquerdo).

4.7.6 Eutanasia

Os animais foram eutanasiados por sobredosagem de anestesia (cloridrato de
cetamina a 300 mg/kg e cloridrato de xilazina a 30 mg/kg, por via intraperitoneal.), sendo
removidos os encéfalos, que foram desidratados em série de alcodlica crescente,
diafanizados em xilol e incluidos em parafina sob a forma de blocos. Os blocos rigidos
foram entéo levados ao micr6tomo, para fornecer os cortes de 5 um. Apds serem
seccionados, os cortes foram colocados para flutuar em agua aquecida e entdo
colocados sobre laminas de vidro gelatinizadas, levadas para estufa. Foram obtidas
seccdes nas seguintes regifes cerebrais, identificados com o auxilio do Atlas de
PAXINOS; WATSON (1998): substancia negra compacta (mesencéfalo) e nucleo

estriado dorsal (caudado/putamen - telencéfalo).

4.7.7 Avaliagdo imunohistoquimica

Foram investigadas a expressdo da enzima tirosina-hidroxilase (TH, enzima

limitante da sintese de dopamina e marcador de neurdnios dopaminérgicos) e da
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proteina glial acido fibrilar presente em astrécitos (GFAP). As laminas com cortes
encefalicos passaram pelo processo de desparafinizacdo e desidratacdo e entdo foi
realizado enxague das secdes com tampao fosfato (PBS 0,1M, pH 7,0). Foi realizada a
recuperacao antigénica utilizando steamer, em tamp&o citrato de pH 6,0 (3 ciclos de 5
min). Em seguida foi realizado o bloqueio da peroxidase endégena (H20: - 1%), bloqueio
por incubacdo com soro albumina-bovina 5%, (BSA, Sigma-Aldrich, Sigma Chemical
Co., St Louis, USA) e incubac&o com anticorpo primario dirigido contra os antigenos de
interesse: (1) anti-TH policlonal produzido em camundongos, na diluicdo 1:500, clone
TH-16, lote n°® T2928, Sigma Aldrich Chemical Company, St Louis MO, USA e (2) anti-
GFAP monoclonal, produzido em camundongos, clone S206A-8, 1:100, lote
SAB5201104; Sigma Aldrich Chemical Company, St Louis MO, USA). Ap6s nova
lavagem, as secc¢des foram incubadas com anticorpo secundario (DAKO LSAB2 Kkit,
DAKO Corp., Carpinteria, CA), conjugado com complexo streptavidina-peroxidase
(DAKO Corp., Carpinteria, CA), na ordem Biotinilado por 30 min, seguido por
Estreptividina por mais 30 min. Para revelacdo, as secgdes foram incubadas com o
tetracloreto de 3'3’- diaminobenzidina (kit DAB, Vector Laboratories) diluido em tampéo
tris (Tris-buffered saline) (TBS) pH 7,4) com perdxido de hidrogénio (0,3%) e lavadas
em agua destilada. As laminas foram desidratadas e diafinizadas. Por fim, as laminulas
foram fixadas com balsamo do Canada sobre as laminas. Foi realizada contracoloragéo
com hematoxilina de Harris por 3min nas laminas destinadas a analise da
imunomarcacédo para GFAP (VIVANCO-ESTELA et al., 2021).

4.7.8 Analises de imagens

As imagens fotografadas nas regifes dos nucleos da base (nucleo estriado -
caudado/ putdmen - e substdncia negra compacta) foram capturadas usando
microscopio Olympus CX31 acoplado a camera de video Olympus. O campo visualizado
foi registrado (salvo). Depois de ajustada pelo sistema de edicdo, a imagem foi
transferida para o microcomputador e a seguir analisada (contagem de células
positivamente marcadas) pelo software “Image J” do National Institute of Health (NIH,
W. Rasband, dominio publico National Institute of Mental Health). As seccdes escolhidas
para analise das estruturas foram previamente selecionadas, sempre ao mesmo plano
antero-posterior das figuras do Atlas de PAXINOS; WATSON (1998).

Para a quantificacdo de células TH (substancia negra compacta) e GFAP (nucleo
estriado) imunorreativas, foram selecionadas laminas com 31 secc¢fes contendo as
areas de interesse. Foram feitas imagens de todas as sec¢fes contidas nas laminas,
com ampliagdo de 100x, e todo o campo foi analisado (PADOVAN-NETO et al., 2015).
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4.7.9 Andlise estatistica

Os dados obtidos neste estudo foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para
avaliacdo da distribuicdo Gaussiana. As amostras atenderam ao pressuposto de
normalidade e foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) de uma via com pés-
teste de Tukey (histologia, teste do cilindro) ou de duas vias com medidas repetidas
(MIA), com pos-teste de Bonferroni. Embora o teste de MIA forneca dados na forma de
escores, foi realizada estatistica paramétrica pois as pontuacfes correspondem a
extensao do tempo em que o comportamento se manifesta (dados continuos). Para as
analises estatisticas foi utilizado o programa GraphPad Prism 8.0, San Diego, USA. Os
dados foram apresentados com média + EPM e as diferencas foram consideradas
significativas para valores de P < 0,05.017). A dieta teve inicio uma semana antes da
cirurgia para adaptacao dos animais ao sabor deste suplemento alimentar para reforcar
0 peso e a sua condicao fisica.
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5 Resultados e Discussao
5.1 Caracterizacao do extrato de propolis vermelha

5.1.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

O extrato de propolis vermelha é conhecido por conter uma ampla variedade de
compostos fendlicos, incluindo flavonoides, acidos fendlicos e suas respectivas
anglicanas, além de &acidos graxos, esteroides e terpenos. A separacdo desses
compostos é realizada utilizando-se uma coluna cromatografica, que é empacotada com
uma fase estaciondria que interage seletivamente com 0s compostos presentes na
amostra. A separacdo é obtida pela eluicdo dos compostos da coluna com um solvente
movel, cuja composicdo é gradualmente modificada ao longo do tempo. Andlise de
extrato de propolis vermelha, a técnica de HPLC é frequentemente empregada para
separar e identificar os compostos bioativos presentes nesta matriz.

A analise HPLC deste estudo podemos detectar a presenca acidos fendlicos,
flavononas, flavonas, e isoflavonas na composicdo das tinturas e extratos de prépolis
vermelha. Com destaque dos compostos formononetina e Biochanina-A, identificados
pelos seus respectivos padrbes. Podemos ver que existem outros compostos com picos
maiores como elucidado na literatura (ALDANA-MEJIA et al, 2021), no entanto como
objeto desse estudo foi a identificacdo da Biochanina-A e Formononetina encontrada no
extrato da propolis vermelha em diferentes condicbes de temperatura em sua extracao.

Como resultado encontramos dois picos de interesse nos cromatogramas (Figura
6), o melhor resultado de FN encontrado foram nas extragfes em baixas temperaturas
principalmente na temperatura de 0 °C e -10°C com area (18,063 cm3, 15,687 cm3) e
com concentracéo de 0,115382479 ug/mL e 0,090936777 ug/mL respectivamente, iSSo
devido congelamento da porgéo resinosa presente na amostra. A Biochanina-A obteve
melhores resultados também nas mesmas condi¢des de temperaturada FN a 0 °C e -
10 °C com uma é&rea de 1778,505 cm3 com concentracdo de 14,443 ug/mL e 1587,504

cm3 e concentragdo de 12,89 ug/mL.
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TEMPERATURA

-30

-20

-10

10

20

30

FORMONONETINA

13,693

14,472

15,687

18,063

14,906

11,584

13,353

BIOCHANINA A

1344,63

1575,893

1587,504

1778,505

1507,941

1160,748

1343,467

Tabela (1): Temperaturas de extracao e areas das analise da cromatografia da formononetina e da Biochanina A.
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Figura 4: Cromatogramas do HPLC: (A) corresponde a curva padrao no primeiro pico a Biochanina A e o segundo pico a Formononetina, (B) Amostra do extrato de prépolis vermelha na temperatura de -30 °C, (C) Amostra do
extrato de prépolis vermelha na temperatura de -20°C, (D) Amostra do extrato de propolis vermelha na temperatura -10 °C, (E) Amostra do extrato de prépolis vermelha na temperatura de 0 °C, (F) Amostra do extrato de prépolis
vermelha na temperatura de 10 °C, (G) Amostra do extrato de prépolis vermelha na temperatura de 20 °C e (H) Amostra do extrato de prépolis vermelha na temperatura de 30 °C.
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5.1.2 Microscopia de varredura

Na analise da morfologia estrutural das moléculas do extrato de prépolis vermelha
através da microscopia eletrénica de varredura apds condi¢cdes de estresse térmico
tanto no preparo quanto no método de extragdo. Os resultados obtidos revelam que
mesmo quando submetido a temperaturas reduzidas, ndo houve alteracbes
significativas em sua estrutura molecular (Figura A e B)

Foi observado também que n&o ocorreu nenhuma modificacdo de porosidade do
extrato mesmo em baixas temperaturas, iSSO hos mostra que a baixa temperatura ndo
interfere na sua estrutura organica e nem que ocorra uma diminuigdo de agregados
biolégicos. Esses achados contribuem para uma compreensdo mais abrangente das
caracteristicas intrinsecas dos extratos da prépolis vermelha e suas aplicacdes com o

encapsulamento do extrato em nanoparticulas como também na industria farmacéutica.

Figura 5: Imagem por microscopia de varredura (A) molécula do extrato de prépolis vermelha a 30 °C na escala de 50
pum (B) molécula do extrato de prépolis vermelha na escala de - 30 °C.

5.1.3 Termogravimétrica (TGA)

Na analise de perda de massa e a estabilidade térmica do extrato de prépolis
vermelha em diferentes condicdes, foi realizada pela TGA das amostras (grafico A).
Podemos notar que a extracdo a 0 °C teve uma estabilidade térmica até 300 °C
mantendo de 100%, onde comecou a ter a desidratacdo do material e uma perda
consideravel de massa de 20% na mesma temperatura, e ocorrendo uma perda de 40%
nas temperaturas 300 °C — 450 °C. Nas amostras onde foi utilizado temperaturas de -
30, -20, -10, 10, 20 e 30 °C a perda de peso devido ao aumento da temperatura até
200°C é devido a perda de umidade das amostras, sendo observada a queda da curva
até 250 °C de aquecimento, ponto esse de degradacdo térmica. No entanto, com a
elevacdo da temperatura ocorreu uma maior perda de peso das amostras,
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TG (%)

principalmente nas faixas acima de 400 °C, podendo ser mais bem visualizado pela sua
derivada da tangente na curva do DTG (grafico B).

Este resultado nos mostra que independente da amostra ter sido congelada em
seu preparo e com a presenca de alguns metais pesados, isso hdo modificou sua
composicao organica, podendo ser visto no resultado nas faixas de 350 °C — 400 °C
onde ocorre uma perda de massa consideravel, devido a decomposi¢cdo de varios
compostos organicos, relacionada a uma possivel queima de compostos organicos
presentes nas amostras.

Mediante as diferentes massas analisadas, ocorreu certa diferenca dos
comportamentos das perdas de massa, no entanto sendo realizada uma normalizagéo
pode ser notado que o comportamento em todas as amostras € bem semelhante, o que
leva a dizer que indiferente da temperatura de extracdo, para o presente estudo dos
compostos analisados ndo ouve diferenga na termogravimétrica (TG).

EDS apresentou metais pesados isso pode modificar os padrbes da minha

amostra devido a mudanca de temperatura.
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Figura 6: Curva de termogravimétrica do extrato de propolis vermelha em baixa temperatura. Onde a imagem “A” foi
analisada a perda de massa em relagéo a temperatura e em “B” a derivada da termogravimétrica.
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5.2 Ensaio in vivo
5.2.1 Avaliacdo comportamental

Apbs 19 dias da microinjecdo da toxina 6-OHDA, o comportamento rotatorio (CR)
induzido por apomorfina foi observado em todos os animais e a intensidade das rotactes
foi > 2 voltas/min (> 90 voltas/45 min). Este teste € amplamente utilizado para avaliar a
extensdo da perda da inervacdo dopaminérgica em modelos animais para estudo da
doenca de Parkinson que utilizam a aplicacdo unilateral (hemiparkinsonismo) de 6-
OHDA no estriado ou FPM, pois as rotacdes sdo observadas apenas com perdas de
neurénios 280% (ESKOW JAUNARAJS et al., 2012; LIU et al., 2021). Primeiramente
descrito por Ungerstedt (1971), o teste se baseia na regulagéo positiva dos receptores
de dopamina tipo D2 como resposta plastica decorrente da perda de terminais pré-
singpticos no estriado homolateral a lesdo e pode ser observado a partir de duas
semanas apos a aplicacéo unilateral de 6-OHDA no FPM. Como resultado, a aplicacéo
de agonista dopaminérgico direto, como a apomorfina, estimula farmacologicamente os
neurénios pés-sinapticos do lado lesionado, o que resulta em movimentos repetitivos de
giro (PAXINOS, WATSON, 2014; ZHAI et al., 2018). Portanto, uma vez confirmada a
efetividade da lesdo dopaminérgica, os roedores foram aleatoriamente distribuidos em
grupos denominados 6-OHDA/VC, L-DOPA/VC, L-DOPA/FN (vide quadro 4). Roedores
que receberam aplicacao intracerebral de veiculo ndo desenvolvem hipersensibilidade
pés-singptica, ndo apresentam comportamento rotatério e, portanto, ndo foram
considerados para esta analise.

Iniciados os tratamentos, os grupos foram avaliados pelo teste de MIA. A escala
de avaliacdo de discinesias por meio de observacdo de movimentos involuntarios
anormais em ratos € amplamente utilizada na literatura, pois permite investigar
mecanismos fisiopatologicos subjacentes ao quadro, testar opgBes de tratamento e
quantificar modificagbes comportamentais (BASTOS et al., 2021).

A avaliacdo das discinesias (MIA) foi realizada para os grupos de animais
tratados com L-DOPA, ao primeiro e ao décimo primeiro dias de tratamento poés-
cirirgico. Quanto ao parametro locomotor, a analise estatistica revelou interacao
significativa (F(1,8) = 115,2; P < 0,0001) entre as variaveis tratamento e tempo, com
diferencas entre os tempos (1 e 21 dias, F'(1,8) = 28,80; P = 0,0007) e entre os
tratamentos (F'(1,8) = 128,6; P < 0,0001, ANOVA de duas vias com medidas
repetitivas). O pés-teste de Bonferroni mostrou que as diferengas entre os tratamentos
(grupo L-DOPA/VC e L-DOPA/FN) foram evidentes ao 21° dia de tratamento (P <
0,0001, figura 7).

A analise do parametro global (MIA axiais, de membros e orofacial) mostrou
interacdo significativa (F(1,8) = 19,97; P = 0,0021) entre as variaveis tratamento e

tempo, sem diferencgas significativas entre os tempos (1 e 21 dias, F'(1,8) = 1,342; P =
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0,2800), com diferencas entre os tratamentos (F'(1,8) = 8,748; P = 0,0182, ANOVA de
duas vias com medidas repetitivas). O pds-teste de Bonferroni mostrou que as
diferencas entre os tratamentos (grupo L-DOPA/VC e L-DOPA/FN) foram evidentes ao
21° dia de tratamento (P = 0,0006, figura 7).

Nota-se assim que, com relagcdo ao teste de MIA, ndo houve diferencas entre os
grupos lesionados e submetidos ao tratamento com L-DOPA tratados com veiculo ou
FN no teste realizado no dia 1, seja no parametro locomotor ou global, indicando que o
tratamento agudo com FN a 60 mg/kg ndo impede a manifestacdo das discinesias. Por
outro lado, a administracdo subcrénica de FN promoveu diminui¢do significativa em
ambos os parametros analisados. Além disso, quando feitas compara¢cdes mdltiplas
entre 0s tempos, observa-se uma diminuicdo das discinesias para o parametro
locomotor (F(1,8) = 28,80; P = 0,00007).

10+ S 25+
- S e L-DOPAVC
i i- S 20- . = L-DOPAFN
[ By ! L] n o
o
z e 6 [e ? © 154 -
e E g9
o 9 ki S 8
2 8 47 2 € 101
Q= o g
2+ = 51
=
0 T T E 0- T T
D1 D21 D1 D21

Figura 7: Resultados do teste de movimentos involuntarios anormais (MIA/discinesias induzidas por L-DOPA) realizados
no 1° (D1) e 21° (D21) dias de administragdo dos tratamentos, quanto aos parametros locomotor (a esquerda) e global
(soma dos escores de discinesias de membros superior, axial e orofacial, a direita). L-DOPA/VC: grupo lesionado e
tratado com L-DOPA (L-3,4 dihidroxifenilalanina, 20 mg/kg) e veiculo (formulacdo sem a FN); L-DOPA/FN: grupo
lesionado e tratado com L-DOPA e FN a 60 mg/kg. ** indica diferenca significativa em relagcao ao L-DOPA/VC, com valor
de P < 0,001; *** indica diferenca significativa em relagdo ao L-DOPA/VC, com valor de P < 0,0001 (ANOVA de duas
vias com medidas repetitivas e pés-teste de Bonferroni) . As colunas representam as médias e as barras representam o
erro padrdo da média (EPM). Apenas roedores tratados com L-DOPA eliciam os movimentos involuntarios anormais,
portanto, animais que receberam veiculo (grupos Sham e 6-OHDA) ndo foram considerados para esta analise.
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A diminuicdo das discinesias ap0s tratamentos com FN pode estar relacionada as
acOes biologicas da FN como um agente antioxidante (MU et al., 2009) e anti-
inflamatério sobre o sistema nervoso (SUN et al., 2011). Esta hipétese se baseia ha
etiopatogenia das discinesias, cujo desenvolvimento e progressao incluem o estresse
oxidativo resultante da producdo de 6xido nitrico e a neuroinflamacéo: A dopamina é
metabolizada por neurbnios e astrocitos, de modo que a administracdo em longo prazo
da L-DOPA (precursor dopaminérgico), leva a producdo de espécies reativas de
oxigénio. Tais produtos promovem a ativacdo de células microgliais que liberam
mediadores pro-inflamatorios, como IL-1B e IL-6 (LANZA et al., 2019), fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) (BORTOLANZA et al., 2015) e induzem o aumento da expressao
da enzima sintase de 6xido nitrico (INOS)(ISSY et al., 2018). Astrdcitos ativados também
expressam iNOS e produzem quantidades aumentadas de NO, que podem ser tdxicas
para os neurdnios (BORTOLANZA et al., 2015). De fato, j& foi observado que a inibi¢cao
da producédo de 6xido nitrico diminui as discinesias em roedores (PADOVAN-NETO et
al., 2015). Neste sentido, diferentes trabalhos mostraram que a administracdo de FN
diminui a resposta inflamatoria, com reducao dos niveis de TNF-a, IL-18 e 6xido nitrico
(LI et al.,, 2018; BUENO-SILVA et al., 2017; WANG et al., 2015; EL-BAKOUSH,;
OLAJIDE, 2018; LI et al., 2018).

Outra explicagdo para o surgimento e evolugéo das discinesias esta associada ao
desequilibrio glutamatérgico causado pelo tratamento com L-DOPA (SEBASTIANUTTO
E CENCI, 2018 , POURMIRBABAEI ET AL., 2019). Ap6s o tratamento crénico com L-
DOPA em individuos com DP, a transmissado na via de sinalizagédo do glutamato muda
adaptativamente do coértex para o corpo estriado, resultando na liberag@o excessiva de
glutamato da extremidade pré-sinptica e consequente atividade e distribuicdo anormais
de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) em neurbnios estriatais (MELLONE,
GARDONI, 2018). Os antagonistas dos receptores de glutamato, particularmente os
antagonistas dos receptores NMDA, podem inibir os movimentos involuntarios anormais
em modelos animais de DP (BRIGHAM et al., 2018). Deste ponto vista, € interessante
notar que a FN foi capaz de inibir receptores NMDA e diminuir sua regulacéo positiva
em modelos experimentais, promovendo efeito ansiolitico (WANG et al., 2019; TIAN et
al., 2013).

Apesar dos efeitos adversos (MIA/discinesias), o tratamento com L-DOPA
permanece como padrdo para a DP devido ao alivio de sintomas motores como a
bradicinesia, especialmente nos estagios iniciais do tratamento (LANE, 2018). Assim,
compreende-se que novos candidatos a farmacos antidiscinéticos nao devem prejudicar
o efeito antiparkinsoniano da L-DOPA. No presente estudo, o teste de cilindro foi
utilizado para a avaliagdo de déficits motores, especificamente quanto a anormalidade

no uso dos membros superiores: quanto menor o uso da pata contralateral a lesao,
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maior o comprometimento da fungdo motora (IGARASHI et al., 2015). Observou-se uma
diminuicdo da porcentagem de toques contralaterais no grupo 6-OHDA/VC (lesionado
sem tratamento) comparado ao grupo Sham (P = 0,0023) e uma reversao deste efeito
em animais lesionados tratados com L-DOPA (grupo L-DOPA/VC x grupo 6-OHDA/VC,
P = 0,0243). Nota-se que a administracdo da FN ndo interferiu com o efeito
antiparkinsoniano da L-DOPA, pois ndo houve diferencas significativas entre os grupos
L-DOPA/VC e L-DOPA/FN entre si (P = 0,9077), nem entre os grupos L-DOPA/VC e L-
DOPA/FN em relacdo ao grupo Sham (P = 0,5968 e P = 0,25559, respectivamente).
Quando comparados os grupos L-DOPA/FN e 6-OHDA/VC, observou-se uma tendéncia
ao aumento no grupo tratado com FN (P = 0,0794) (ANOVA de uma via com pés-teste
de Tukey, F (3,15) = 6,921; P = 0,038, comparagfes entre os tratamentos, figura 8).
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Figura 8: Resultados do teste do cilindro realizado ao 21° dia de administracdo dos tratamentos. Sham: grupo ndo
lesionado e tratado (v.0.) com veiculo; 6-OHDA/VC: grupo lesionado e tratado (v.0.) com veiculo; L-DOPA/VC: grupo
lesionado e tratado com L-DOPA (L-3,4 dihidroxifenilalanina a 20 mg/kg) e veiculo (formulagdo sem a FN); L-DOPA/FN:
grupo lesionado e tratado com L-DOPA e FN a 60 mg/kg. * indica diferenca significativa em relagcéo ao grupo Sham, com
valor de P < 0,01; # indica diferenca significativa em relagcdo ao grupo 6-OHDA/VC, com valor de P < 0,01 (ANOVA de
uma via e pos-teste de Tukey) . As colunas representam as médias e as barras representam o erro padrdo da média
(EPM).

Além de ser util como indicador da funcdo motora, as menores médias de toques
com os membros contralaterais a lesdo no teste do cilindro séo indicativas de perda de
ao menos 40% de neurdnios dopaminérgicos (BOIX et al., 2015) do lado lesionado. Esse

resultado € corroborado pela andlise histolégica quanto & imunorreatividade para TH.

5.1.2 Avaliagéo histologica

Para a quantificacdo de neurbnios dopaminérgicos remanescentes na SNpc foi

realizada a imunohistoquimica para TH. Como esperado, todos os animais que
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receberam 6-OHDA apresentaram diminuicdo significativa em relagdo ao grupo Sham,
[(F (3, 36) = 60,25; P <v0,0001, ANOVA de uma via com pos-teste de Tukey, figura 9],
com perdas neuronais acima de 80% induzidas pela aplicacdo de 6-OHDA. Embora
todos os grupos lesionados tenham apresentado caracteristica de perda severa de
neurénios dopaminérgicos, quando estes foram comparados entre si [(F (2, 27) = 10,03;
P=0,0006], notou-se que o tratamento com a FN aumentou o indice de sobrevivéncia
em relacdo aos grupos 6-OHDA/VC (P = 0,0006) e L-DOPA/VC (P = 0,0091), o que

sugere uma possivel acdo neuroprotetora.
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Figura 9: Resultados da quantificacdo de células imunorreativas para tirosina-hidroxilase (TH), expressos em
porcentagem em relagdo ao lado intacto, depois de 21 dias de administracdo dos tratamentos. Sham: grupo néo
lesionado e tratado (v.0.) com veiculos; 6-OHDA/VC: grupo lesionado e tratado (v.0.) com veiculos; L-DOPA/VC: grupo
lesionado e tratado com L-DOPA (L-3,4 dihidroxifenilalanina a 20 mg/kg) e veiculo (formulagdo sem a FN); L-DOPA/FN:
grupo lesionado e tratado com L-DOPA e FN a 60 mg/kg. *** indica diferenca significativa em relagdo ao grupo Sham,
com valor de P < 0,0001; ### indica diferenca significativa em relacéo ao grupo 6-OHDA/VC, com valor de P < 0,0001;
@@ indica diferencga significativa em relagdo do grupo L-DOPA/VC com P < 0,001 (ANOVA de uma via e pés-teste de
Tukey) . As colunas representam as médias e as barras representam o erro padrao da média (EPM).

Os efeitos neuroprotetores da FN sdo bem descritos na literatura. Em estudo
utiizando cultura primaria de mesencéfalo submetida a neurodegeneracéo
dopaminérgica induzida por lipopolissacarideo, a administragdo de FN diminuiu a morte
celular a aumentou a captacéo de dopamina, ao mesmo tempo em que inibiu a ativacao
microglial e a liberacdo de TNF-a, NO e superoxidos (CHEN et al., 2008). Também ha
relatos da acé@o neuroprotetora da FN relacionada a diminuicdo da morte celular por
apoptose: Administrada in vitro (TIAN et al., 2013), a FN promoveu neuroprote¢cdo em

neurbnios corticais expostos a citotoxicidade induzida por agonista NMDA, com
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aumento dos niveis de proteinas Bcl-2 (efeito anti-apoptético) e diminuigdo dos niveis
de proteinas Bax e caspase-3 (efeito pré-apoptoticas). Em estudo in vivo (LIANG et al.,
2014) utilizando modelo animal de isquemia cerebral/reperfusdo tecidual, a FN mostrou
efeito neuroprotetor associado a regulacéo negativa da relacdo Bax/Bcl-2 e a ativacdo
da via de sinalizacéo PI3K/Ak (associada a proliferacdo e crescimento celular).

Além de apresentar atividade biolégica neuroprotetora, a FN foi associada
também a neurogénese hipocampal, em camundongos tratados cronicamente com
corticosterona para inducéo de depressao (Zhang et al., 2022). Em adicdo, a utilizacao
de um extrato de propolis vermelha rico em FN promoveu melhora funcional frente a
lesdo de nervo periférico em ratos, observando-se aumento do nimero de axdnios
mielinizados (BARBOSA et al., 2016). Esses achados se relacionam com os resultados
do presente trabalho na medida em que a inducdo de neurogénese e a modulagéo de
vias relacionadas a diferenciacéo e crescimento neuronal podem ser Uteis para explicar
a presenca de células remanescentes na SNpc mesmo apés uma lesdo severa da via
nigroestriatal.

Ao mesmo tempo, estudos associam o efeito neuroprotetor da FN a diminui¢cao do
estresse oxidativo e da neuroinflamac&o em diferentes desordens do sistema nervoso
como doencga de Alzheimer, deméncia, isquemia cerebral, ansiedade e depressao
(revisado por TIAN et al., 2022). Por exemplo, a administragdo de FN em modelo de
les&o cerebral traumatica mostrou-se protetora através da inibicdo do estresse oxidativo
e ativacdo de vias dependentes de Nrf2 (LI et al., 2017). Esses mecanismos ajudam a
explicar os achados histoldgicos e podem também ser subjacentes ao efeito
antidiscinético da FN, uma vez que a etiopatogenia das discinesias inclui respostas
microgliais e astrocitarias com produgdo de mediadores inflamatérios (LANZA et al.,
2019; BORTOLANZA et al., 2015), como descrito anteriormente.

No presente estudo, os resultados da analise da expressédo de GFAP, marcador
de astrécitos, evidenciou um aumento das médias encontradas nos grupos lesionados
(6-OHDA/VC e L-DOPA/VC) em relagdo ao grupo Sham (ambos com P < 0,0001),
exceto o grupo L-DOPA/FN. As médias deste grupo (L-DOPA/FN) foram significativa
menores em relacdo aos grupos 6-OHDA/VC (P < 0,0001) e L-DOPA/VC (P = 0,0008)
(ANOVA de uma via com pos-teste de Tukey, F (3, 33) = 32,72; P < 0,0001, figura 10).
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Figura 10: Resultados da quantificagao de células imunorreativas para proteina glial fibrilar acida presente em astrdcitos
(GFAP), expressos em porcentagem em relacéo ao lado intacto, depois de 21 dias de administragcéo dos tratamentos.
Sham: grupo néo lesionado e tratado (v.0.) com veiculos; 6-OHDA/VC: grupo lesionado e tratado (v.0.) com veiculos; L-
DOPA/VC: grupo lesionado e tratado com L-DOPA (L-3,4 dihidroxifenilalanina a 20 mg/kg) e veiculo (formulagdo sem a
FN); L-DOPA/FN: grupo lesionado e tratado com L-DOPA e FN a 60 mg/kg. *** indica diferenca significativa em relagao
ao grupo Sham, com valor de P < 0,0001; ### indica diferenca significativa em relagcdo ao grupo 6-OHDA/VC, com valor
de P < 0,0001; @@ indica diferenga significativa em relacéo do grupo L-DOPA/VC com P < 0,001 (ANOVA de uma via
e pos-teste de Tukey) . As colunas representam as médias e as barras representam o erro padrédo da média (EPM).

Nota-se, portanto, que a administracdo de FN diminuiu a reacdo astrocitéria
decorrente do tratamento com L-DOPA e também da leséo per se. Embora n&o existam
estudos prévios que tenham investigado a relacdo da FN com a reacdo astrocitaria
induzida por L-DOPA, tem sido descrito que a FN pode inibir a ativagdo de microglia,
astrocitos e macréfagos e a liberagdo de TNF-q, IL-1B3, IL-6 e NO por meio de vias de
sinalizacé@o que envolvem o fator de transcricdo NF-kB (GENG, JIANG, 2022). Tal agéo
da formononetina pode ser particularmente interessante, pois foi relatado que, apés
aplicacdo de 6-OHDA e tratamento com L-DOPA em roedores, ocorre uma proeminente
resposta astrocitéria, associada ao aumento dos niveis de TNF-a e IL-1B (PEREIRA et
al., 2020).

Outros estudos pré-clinicos mostraram a ocorréncia de um microambiente
inflamatdrio no nucleo estriado, que acompanha a deplecao de dopamina, com ativacao
sustentada de astrocitos, microglia e cicloxigenase-2 (COX-2), que contribuem para o
surgimento e progressao das discinesias induzidas por L-DOPA (BORTOLANZA et al.,
2015, 2021; NASCIMENTO et al., 2023; MULAS et al., 2016). Apoiando esta premissa,
tem sido observado que terapias farmacolégicas com compostos antioxidantes e anti-
inflamatérios, como a FN (BARBOSA et al., 2015; LIMA-CAVENDISH et al., 2015)
diminuem a gravidade das discinesias (BOI et al., 2019; DOS-SANTOS-PEREIRA et al.,
2016; PADOVAN-NETO et al., 2009, 2015). Cabe destacar que os dados do presente

estudo apontam para uma possivel utilizacdo da FN tanto como estratégia para
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tratamento de discinesias e de sintomas motores na DP quanto como um agente

neuroprotetor.

6 Concluséao

A utilizacdo do método extracdo por liquidos pressurizados em baixas
temperaturas mostrou-se eficaz para a obtengdo de um extrato de prépolis vermelha
com elevado teor de isoflavonas (formononetina e biochanina A);

A administracdo sub-crénica de formononetina a 60 mg/kg por via oral diminuiu
as discinesias induzidas por L-DOPA em roedores, sem perda do efeito terapéutico
(motor) da L-DOPA, ao mesmo tempo em que evitou a perda progressiva de neurbnios
dopaminérgicos;

Os efeitos observados pela administracdo da FN podem estar relacionados a

diminui¢cdo da reacao astrocitéaria.
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